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RESUMO 
Lectinas são proteínas que se ligam a carboidratos presentes em 
glicoconjugados podendo regular diversas funções celulares em eventos 
fisiológicos e patológicos. ConBr é uma lectina isolada das sementes de 
Canavalia brasiliensis e possui alta afinidade por glicose/manose. 
Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que ConBr 
apresenta efeito neuroprotetor em relação às convulsões induzidas por 
ácido quinolínico e à excitotoxicidade glutamatérgica em fatias de 
hipocampo por mecanismos que podem envolver inibição de receptores 
NMDA e a modulção da via PI3K/Akt. A isquemia cerebral está entre as 
principais causas de mortalidade e morbidade no mundo, o que torna 
essa patologia alvo de muitos estudos para o entendimento dos 
mecanismos que desencadeiam morte neuronal e de estratégias de 
neuroproteção. Culturas organotípicas hipocampais (COH) submetidas à 
privação de oxigênio e glicose representam um modelo in vitro de 
isquemia cerebral e têm sido utilizadas para compreender as alterações 
neuroquímicas e celulares nesse processo bem como para pesquisar 
possíveis agentes neuroprotetores. O objetivo desse estudo foi 
padronizar, para as condições locais, a técnica de cultura organotípica 
hipocampal (COH) e investigar o potencial neuroprotetor de ConBr 
sobre essas culturas submetidas à privação de oxigênio e glicose e 
reperfusão (POG/Rep). Nossos resultados demonstram que o tratamento 
com ConBr (1 μg/mL) diminuiu significativamente a morte celular 
induzida por POG na região CA1 do hipocampo. Através das análises de 
imunohistoquímica, podemos observar alterações na morfologia dos 
astrócitos com escassez de ramificações no grupo POG. O tratamento 
com ConBr promoveu significativa melhora da viabilidade celular sendo 
capaz de manter a densidade e morfologia dos astrócitos positivos para 
GFAP semelhantes ao grupo controle. Além disso, POG induziu uma 
diminuição de células positivas para NeuN e o tratamento com ConBr 
foi capaz de reverter esse processo. Embora mais estudos sejam 
necessários para avaliar os mecanismos de neuroproteção de ConBr 
frente ao dano isquêmico, os resultados obtidos neste estudo indicam o 
potencial de lectinas de plantas como estratégia para neuroproteção. 
 
Palavras-chave: Lectina, ConBr, Isquemia, Cultura organotípica 
hipocampal, GFAP, NeuN 
  
 
 
ABSTRACT 
Lectins are carbohydrate-binding proteins that can recognize 
glycoconjugates, regulating many cell functions in physiological and 
pathological events. ConBr is a lectin isolated from Canavalia 
brasiliensis seeds that displays high affinity for mannose/glucose. 
Previous work by our group demonstrated that ConBr displays 
neuroprotective effect against seizures induced by quinolinic acid and 
glutamatergic excitotoxicity in hippocampal slices, through a 
mechanism involving NMDA inhibition and modulation of PI3K/Akt. 
Cerebral ischemia is one of the main causes of morbidity and mortality 
in the world, which makes this pathology target of many studies to 
understand the mechanisms that trigger neuronal deathand to search 
strategies for neuroprotection. Organotypic hippocampal cultures 
(OHCs) subjected to oxygen and glucose deprivation has been applied 
as in vitro model to study the neurochemical and cellular alterations in 
the cerebral ischemia, as well as to search compounds with 
neuroprotective activity. The aim of this study was to adapt the technic 
of organotypic hippocampal cultures (OHC) for our local conditions and 
investigate the neuroprotective potential of ConBr on these cultures 
subjected to oxygen and glucose deprivation and reperfusion 
(OGD/Rep). Our results demonstrate that treatment with ConBr 
(1μg/mL) significantly decrease OGD-induced cell death in CA1 region 
of the hippocampus. Through immunohistochemical analysis, we can 
observe changes in the morphology of astrocytes with scarcie 
ramifications in the OGD group. Treatment with ConBr promoted 
significant improvement in cell viability being able to maintain the 
density and morphology of the GFAP-positive astrocytes similar to the 
control group. In addition, we observed a decrease of NeuN-positive 
cells in the OGD group and treatment with ConBr was able to improve 
neuronal survival. Although further studies will be necessary to evaluate 
the neuroprotective mechanisms induced by ConBr against ischemic 
damage, the results obtained in the present study suggest the potential of 
plant lectins as a strategy for neuroprotection. 
 
Keywords: Lectin, ConBr, Ischemia, Organotypic hippocampal culture, 
GFAP, NeuN 
  
  
 
LISTA DE FIGURAS 
Figura 1. Canavalia brasiliensis (Feijão Bravo do Ceará) .................... 17 
Figura 2. Estrutura global dos tetrâmeros de ConA e ConBr e a 
disposição das quatro subunidades........................................................ 18 
Figura 3. Visão geral dos mecanismos fisiopatológicos que ocorrem na 
isquemia ................................................................................................ 20 
Figura 4. Técnica de roller drum. .......................................................... 24 
Figura 5. Técnica de interface. .............................................................. 25 
Figura 6. Esquema geral da ativação da via de sinalização das proteínas 
cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) ............................................ 30 
Figura 7. Representação esquemática do protocolo de POG/Rep. ........ 37 
Figura 8. Preparação da cultura organotípica hipocampal (COH) ........ 43 
Figura 9. Cultura organotípica hipocampal (COH) obtida de ratos.. .... 45 
Figura 10. Avaliação da fosforilação de Akt, GSK-3β, p38
MAPK
 e da 
expressão de β-catenina, após 6 horas de reperfusão, em COHs 
submetidas à POG/Rep ......................................................................... 47 
Figura 11. Avaliação da fosforilação de Akt, GSK-3β, p38
MAPK
 e da 
expressão de β-catenina, após 12 horas de reperfusão, em COHs 
submetidas à POG/Rep ......................................................................... 48 
Figura 12. Efeito neuroprotetor da ConBr em COHs (região CA1) 
submetidas à POG/Rep ......................................................................... 50 
Figura 13.  Avaliação da morte celular em COHs (região GD) 
submetidas à POG/Rep ......................................................................... 51 
Figura 14. Efeito da ConBr sobre a imunorreatividade para GFAP e 
morfologia dos astrócitos em COHs (região CA1) submetidas à 
POG/Rep ............................................................................................... 53 
Figura 15. Imunorreatividade para GFAP em COHs (região GD) 
submetidas à POG/Rep ......................................................................... 54 
Figura 16. Efeito neuroprotetor da ConBr sobre a imunorreatividade 
para NeuN em COHs (região CA1) submetidas à POG/Rep. ............... 56 
Figura 17. Imunorreatividade para NeuN em COHs (região GD) 
submetidas à POG/Rep ......................................................................... 57  
  
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
AMPA - Ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiônico  
ANOVA - Análise de variância  
AQ - Ácido quinolínico  
ATP -Trifosfato de adenosina  
BHE - Barreira hematoencefálica  
BDNF - Fator neurotrófico derivado do encéfalo  
CA1 - Corno de Amon 1(Cornu Ammonis1) 
CA3 - Corno de Amon 3(Cornu Ammonis3) 
COH - Cultura organotípica hipocampal  
ConA - Concanavalina A, lectina extraída das sementes de Canavalia 
ensiformis  
ConBr - Lectina extraída das sementes de Canavalia brasiliensis  
CRD - Domínio de reconhecimento de carboidrato  
CREB - Proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMP cíclico  
DIV - Dias in vitro 
D.O. - Densidade óptica  
DNA - Ácido desoxirribonucléico 
EPD - Dia pós-natal equivalente 
EPM - Erro padrão da média 
ERK - Cinase regulada por sinal extracelular  
EROs - Espécies reativas ao oxigênio 
GABA - Ácido γ-aminobutírico  
Gal-1 - Galectina-1 
GD - Giro denteado 
GFAP - Proteína glial fibrilar ácida  
GMPc - Guanosina monofosfato cíclico 
HBSS - Solução equilibrada de sais de Hank´s  
HEPES - Ácido n-2-hidroxietilpiperazina  
i.c.v. - Intracerebroventricular 
IP - Iodeto de propídeo  
JNK - c-Jun cinase amino-terminal  
MAPK - Proteína cinase ativada por mitógeno  
MAP2K - Cinase da proteína cinase ativada por mitógeno 
MAP3K - Cinase da cinase da proteína cinase ativada por mitógeno 
MEK - Cinase da proteína cinase regulada por sinal extracelular 
MEKK - Cinase da cinase da proteína cinase regulada por sinal 
extracelular 
Narp - Pentraxina regulada pela atividade neuronal 
  
 
NeuN - Proteína nuclear neuronal específica 
NGF - Fator de crescimento do nervo 
NMDA - N-metil-D-aspartato  
PI3K - Fosfatidilinositol 3 cinase 
PBS - Tampão salina fosfato 
PKA - Proteína cinase A 
PKC - Proteína cinase C 
POG - Privação de oxigênio e glicose  
Rep - Reperfusão 
RTK - Receptor tirosina cinase 
SAPK - Proteína cinase ativada por estresse  
SDS - Dodecil sulfato de sódio 
SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 
SNC - Sistema nervoso central  
TA - Temperatura ambiente 
TBS - Tampão tris-salina 
TBS-T -Tampão tris-salina com Tween-20 
TNF - Teste do nado forçado  
UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina 
  
  
 
 
SUMÁRIO 
1 INTRODUÇÃO ........................................................................... 13 
1.1 Lectinas .................................................................................... 13 
1.1.1 Lectinas endógenas ........................................................... 14 
1.1.2 Lectinas extraídas de plantas ............................................ 15 
1.1.2.1 ConBr ....................................................................... 17 
1.2 Isquemia cerebral ..................................................................... 19 
1.3 Cultura organotípica ................................................................ 23 
1.4 Sinalização celular ................................................................... 29 
1.4.1 Proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) ........ 29 
1.4.2 Via da fosfatidilinositol-3 cinase/Akt (PI3K/Akt) ............ 30 
1.5 Astroglia e neurônios ............................................................... 31 
2 JUSTIFICATIVA ....................................................................... 34 
3 OBJETIVOS ................................................................................ 35 
3.1 Objetivo geral .......................................................................... 35 
3.2 Objetivos específicos ............................................................... 35 
4 METODOLOGIA ....................................................................... 36 
4.1 Purificação da lectina ConBr ................................................... 36 
4.2 Animais .................................................................................... 36 
4.3 Preparação das culturas organotípicas hipocampais (COH) .... 36 
4.4 Privação de oxigênio e glicose e reperfusão (POG/Rep) ......... 37 
4.5 Western Blotting ...................................................................... 38 
4.6 Avaliação de morte celular utilizando o iodeto de propídio .... 40 
4.7 Imunohistoquímica .................................................................. 40 
4.8 Análise Estatística .................................................................... 41 
5 RESULTADOS ........................................................................... 42 
5.1 CAPÍTULO 1 .......................................................................... 42 
  
 
5.1.1 Padronização da técnica de cultura organotípica 
hipocampal (COH)........................................................................ 42 
5.2 CAPÍTULO 2 .......................................................................... 46 
5.2.1 O modelo de privação de oxigênio e glicose e reperfusão 
(POG/Rep) quanto a modulação de Akt, GSK-3β, β-catenina e 
p38
MAPK
, após 6 e 12 h de reperfusão ........................................... 46 
5.2.2 Efeito da ConBr sobre a viabilidade celular de COHs 
submetidas à POG/Rep ................................................................. 49 
5.2.3 Efeito da ConBr sobre a imunorreatividade para GFAP em 
COHs submetidas à POG/Rep ...................................................... 52 
5.2.4 Efeito da ConBr sobre a imunorreatividade para NeuN em 
COHs submetidas à POG/Rep ...................................................... 54 
6 DISCUSSÃO ............................................................................... 58 
7 CONCLUSÕES ........................................................................... 65 
8 REFERÊNCIAS.......................................................................... 66 
 
 
13 
 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
1.1 Lectinas 
A partir de 1970, ficou bem estabelecido que a maioria das 
células apresentam sua superfície recoberta por carboidratos, na forma 
de glicoproteínas, glicolipídeos e proteoglicanos (COOK, 1986). 
Tornou-se, portanto, evidente o enorme potencial dos carboidratos em 
codificar informações biológicas (SHARON & LIS, 1989). 
Glicanos têm sido reconhecidos como participantes de 
interações entre células neurais tanto no desenvolvimento como no 
sistema nervoso adulto. Receptores para proteínas de matriz 
extracelular, receptores para fatores neurotróficos, receptores 
glutamatérgicos, transportadores de neurotransmissores e canais iônicos 
possuem natureza glicoprotéica e as cadeias de açúcares presentes nestas 
proteínas parecem estar envolvidas em diversas funções nas células 
neuronais, tais como: migração celular, crescimento de neuritos, 
formação de sinapses e sua estabilização, modulação da eficácia 
sináptica e da neuroplasticidade (KLEENE & SCHACHNER, 2004). 
O envolvimento dos carboidratos e glicoconjugados como 
biossinalizadores na comunicação intercelular e no controle de vias de 
sinalização intracelular tem estimulado o crescente número de estudos 
na área de glicobiologia, principalmente para determinar a natureza de 
suas interações em condições fisiológicas, bem como em condições 
patológicas (LIS & SHARON, 1993; OHTSUBO & MARTH, 2006; 
SOUZA et al., 2013). As informações presentes na estrutura dos 
oligossacarídeos conjugados a proteínas ou lipídios na superfície das 
células são reconhecidas por um grupo especializado de proteínas, as 
lectinas (LIU & RABINOVICH, 2005). 
As lectinas representam um grupo de proteínas que apresentam 
pelo menos um sítio de ligação não catalítico que reconhece e liga 
seletivamente, de forma reversível, a carboidratos ou glicoconjugados 
(SHARON & LIS, 1995; MINKO, 2004). 
A atividade de ligação a carboidratos da maioria das lectinas é 
determinada por resíduos de aminoácidos limitados designados como 
domínio de reconhecimento de carboidrato (CRD) (SHARON & LIS, 
2004). O CRD tipicamente reconhece resíduos de carboidratos das 
glicoproteínas e glicolipídeos da membrana celular (MODY et al., 
1995). A interação entre o carboidrato e as lectinas acontece através de 
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ligações de hidrogênio, associação de resíduos de monossacarídeos com 
metais ou ainda interações iônicas e hidrofóbicas, que contribuem para a 
afinidade de ligação (SHARON & LIS, 2004). 
1.1.1 Lectinas endógenas 
No sistema nervoso central (SNC) podem ser encontradas 
diversas lectinas envolvidas em uma enorme variedade de processos 
biológicos. Essas lectinas apresentam afinidade por diversos açúcares 
incluindo glicose/manose, N-acetil glicosamina e galactose 
(MARSCHAL et al., 1989; ALMKVIST & KARLSSON, 2004; ENDO, 
2005; DANI & BROADIE, 2012). Contudo, as lectinas com afinidade 
por galactose (galectinas) têm se destacado como importantes moléculas 
moduladoras da função neural (SAKAGUCHI et al., 2011; 
STAROSSOM et al., 2012). Esta família de lectinas, composta por 15 
proteínas hidrossolúveis, é caracterizada por possuir em sua estrutura 
um domínio responsável pela interação da proteína com carboidratos 
(RABINOVICH & CROCI, 2012).  
Galectina-1 (Gal-1) foi a primeira proteína descoberta na 
família das galectinas. Gal-1 é uma pequena proteína de 14 kDa, que na 
sua forma dimérica apresenta capacidade de ligação a carboidratos, 
especialmente N-acetil-lactosamina, tem sido largamente estudada pelos 
seus efeitos no SNC (KAJITANI et al., 2009; QU et al., 2010; QU et al., 
2011; DI LELLA et al., 2011). Essa lectina apresentou atividade 
neuroprotetora contra a neurotoxicidade produzida por glutamato em 
cultura de neurônios cerebelares, envolvendo alterações na expressão e 
composição de receptores glutamatérgicos (LEKISHVILI et al., 2006). 
Além disso, o aumento na expressão de Gal-1 pode conduzir uma série 
de respostas neuroprotetoras e sobre a neuroplasticidade que incluem: 
indução da diferenciação astrocitária (SASAKI et al., 2004); efeito 
neuroprotetor por induzir a expressão do fator neurotrófico derivado do 
encéfalo (BDNF) (ENDO, 2005; QU et al., 2010); estímulo da 
neurogênese (SAKAGUCHI et al., 2006; ISHIBASHI et al., 2007; 
KAJITANI et al., 2009; SAKAGUCHI et al., 2010); inibição da 
astrogliose e proteção contra os danos celulares, como diminuição da 
perda neuronal, e funcionais pós-isquêmicos (QU et al., 2011). 
Outra lectina expressa no SNC é a pentraxina regulada pela 
atividade neuronal (Narp). Ela pertence à família das pentraxinas que 
são constituídas por cinco subunidades idênticas e unidas por ligações 
não covalentes (SCHWALBE et al., 1992). Estas proteínas 
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caracterizam-se por uma sequência homóloga com um domínio de 
reconhecimento de carboidrato e dependência de Ca
2+
 para ligação, 
semelhante às lectinas de leguminosas. 
A Narp é altamente expressa no hipocampo e no córtex, e está 
presente tanto em compartimentos pré quanto pós-sinápticos (RETI et 
al., 2002; CHANG et al., 2010). Narp está envolvida no recrutamento de 
receptores de glutamato do tipo AMPA com a formação de grandes 
agregados (DITYATEV & SCHACHNER, 2003). Vários estudos 
suportam a hipótese de que a proteína Narp desempenha um papel na 
formação de novas sinapses excitatórias, agregando esses receptores 
AMPA nas sinapses estabelecidas, e na plasticidade neuronal (TSUI et 
al., 1996; O'BRIEN et al., 1999; O'BRIEN et al. 2002). 
Existem indícios de que Narp e a expressão de BDNF estão 
relacionadas em diferentes regiões e em vários estágios de 
desenvolvimento atuando na plasticidade sináptica (TONG et al., 2001, 
WIBRAND et al., 2006 e SPIEGEL et al., 2014). Um estudo recente 
demonstrou que uma diminuição da expressão de BDNF resulta em 
redução significativa da expressão de Narp, postulando que Narp é um 
alvo transcricional direto do BDNF. A sinalização de BDNF é ativada 
principalmente via MAPK, levando a um aumento na Narp, que 
coordena o processo de plasticidade na sinapse (MARIGA et al., 2015). 
1.1.2 Lectinas extraídas de plantas 
Entre as lectinas mais estudadas estão as lectinas de plantas. 
Estas têm sido muito utilizadas como ferramentas no estudo das funções 
das cadeias de açúcares em uma variedade de fenômenos biológicos das 
células animais (CAVADA et al., 2001). As lectinas de plantas podem 
ser utilizadas com facilidade e com baixo custo não apenas como 
moléculas de reconhecimento de açúcares específicos expressos na 
superfície celular, mas também como ferramentas para modulação de 
diversas atividades biológicas, incluindo: atividades antitumorais (FU et 
al., 2011); atividade estimuladora da produção de óxido nítrico 
(ANDRADE et al., 1999); ação anti-inflamatória (CAVADA et al., 
2001); atividade antinociceptiva (DE FREITAS PIRES et al., 2013). 
As lectinas vegetais da família Leguminosae (Fabaceae) têm 
sido as mais estudadas, representando um grupo de proteínas similares 
estruturalmente, mas com diferentes especificidades a carboidratos. Elas 
possuem a capacidade potencial de modular alvos moleculares no SNC 
e podem estar envolvidas na regulação comportamental, na 
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neuroplasticidade, ou mesmo na resposta a determinadas drogas de ação 
central (LIN & LEVITAN, 1991; BOEHM & HUCK, 1998; RUSSI et 
al., 2012). 
Dentro da família Leguminosae, a subtribo mais investigada é 
Diocleinae que compreende 13 principais gêneros, dentre eles 
observam-se: Canavalia, Cratylia e Dioclea dos quais lectinas têm sido 
purificadas e caracterizadas, sendo muitas de origem brasileira, como as 
extraídas de Canavalia brasiliensis (ConBr), Dioclea violacea (Dviol) e 
Dioclea grandiflora (DGL), entre outras (CAVADA et al., 2001). 
A lectina Concanavalina A (ConA), obtida das sementes de 
Canavalia ensiformis (Família Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo 
Diocleinae), foi a primeira lectina a ser purificada (SUMNER & 
HOWELL, 1936), sequenciada e cuja estrutura tridimensional foi 
resolvida por cristalografia de raios-x (EDELMAN et al., 1972; 
HARDMAN & AINSWORTH, 1972). ConA apresenta uma estrutura 
tetramérica, em que cada um dos seus monômeros contém 237 resíduos 
de aminoácidos. Tal lectina apresenta afinidade pelos monossacarídeos 
D-glicose e D-manose (CAVADA et al., 2001). 
A partir do isolamento de ConA, diversas lectinas com 
similaridade estrutural e com propriedades físicas similares têm sido 
purificadas e caracterizadas de outras espécies da subtribo Diocleinae, 
como a ConBr extraída das sementes de Canavalia brasiliensis 
(MOREIRA & CAVADA, 1984), DguiL extraída das sementes de 
Dioclea guianensis (VASCONCELOS et al., 1991), Dviol extraída das 
sementes de Dioclea violacea (MOREIRA et al., 1996), ConGF extraída 
das sementes de Canavalia grandiflora (CECCATTO  et al., 2002), 
ConM extraída das sementes de Canavalia maritima (GADELHA et al., 
2005), CboL extraída das sementes de Canavalia boliviana (MOURA et 
al., 2009), ConV extraída das sementes de Canavalia virosa (OSTERNE 
et al., 2014), entre outras. 
As lectinas da subtribo Diocleinae apresentam estruturas 
multiméricas compostas de monômeros de 25,5 kDa, além de exibirem a 
característica de equilíbrio dímero-tetrâmero dependente de pH 
(CALVETE et al., 1999). Algumas lectinas pertencentes à subtribo 
Diocleinae são metaloproteínas que necessitam dos íons Ca
2+
 e Mn
2+
 
para exibir sua atividade completa, uma vez que apresentam em sua 
estrutura sítios de ligação para estes íons divalentes. Cada subunidade, 
além de sítios de ligação para íons Ca
2+
 e Mn
2+
, contém uma cavidade 
hidrofóbica que interage com ligantes hidrofóbicos, assim como 
fitohormônios (SANZ-APARICIO et al., 1997; BARROSO-NETO et 
al., 2014). 
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1.1.2.1 ConBr 
A Canavalia brasiliensis é uma planta leguminosa herbácea, 
conhecida popularmente como feijão bravo do Ceará (Figura 1). 
Pertencente à família Fabaceae (Leguminosae), Tribo Diocleae e 
subtribo Diocleinae (DAM et al., 1998), trata-se de uma planta nativa do 
continente americano, onde se encontra amplamente distribuída. No 
Brasil, Canavalia brasiliensis é encontrada nas regiões Sudeste e 
Nordeste, adaptando-se muito bem a solos de baixa fertilidade (CRUZ et 
al., 1995). Em regiões do Nordeste brasileiro, a semente é utilizada 
como nutriente em épocas de baixa disponibilidade de alimento (COBO 
et al., 2002).  
 
Figura 1. Canavalia brasiliensis (Feijão Bravo do Ceará) com ênfase 
em suas flores e sementes. Fonte: Food and Agriculture Organization 
of the United Nations (www.fao.org); acesso em: 06/02/16. 
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A lectina isolada das sementes da leguminosa Canavalia 
brasiliensis (ConBr) apresenta 99% de homologia na sequência de 
aminoácidos com a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) com mesma 
especificidade a glicose/manose (SANZ-APARICIO et al., 1997). A 
estrutura da ConBr revela que somente dois resíduos de aminoácidos 
são substituídos com relação a ConA e esses resíduos não se localizam 
próximo do sítio de ligação a carboidratos (GRANGEIRO et al., 1997; 
SANZ-APARICIO et al., 1997) (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Estrutura global dos tetrâmeros de ConA e ConBr e a 
disposição das quatro subunidades. As posições dos resíduos de Gly 
58 e Gly 70 em ConBr (Figura B) são substituídas por Asp e Ala em 
ConA (Figura A), respectivamente. As esferas cinza e preta representam 
os sítios de ligação dos metais de transição, Mn
2+
 e Ca
2+
, 
respectivamente (Adaptado de SANZ-APARICIO et al., 1997; LI et al., 
2010). 
Em nosso grupo, Barauna et al. (2006) demonstraram que 
ConBr é capaz de produzir uma modulação comportamental preditiva de 
ação antidepressiva em camundongos, avaliada através do teste do nado 
forçado (TNF), quando injetada por via intracerebroventricular (i.c.v.). 
O mecanismo dessa ação de ConBr foi dependente da ativação dos 
sistemas serotoninérgico (via receptores 5HT1 e 5HT2), adrenérgico 
(via receptores α1-adrenérgicos) e dopaminérgico (via receptores tipo 
D2). ConA, embora 99% similar, não teve efeito neste modelo. ConBr 
também foi capaz de potencializar a ação da fluoxetina, um 
antidepressivo inibidor da recaptação da serotonina. 
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Em outro estudo (RUSSI et al., 2012), ConBr apresentou efeito 
neuroprotetor em um modelo de neurotoxicidade induzida pelo ácido 
quinolínico (AQ) em camundongos. A lectina reverteu parcialmente as 
crises convulsivas, a morte celular e o aumento da fosforilação de 
JNK2/3 e das subunidades GluR1 do receptor AMPA induzidos pelo 
AQ. Além dessa ação, foi demonstrado em modelo de fatias de 
hipocampo que ConBr induz neuroproteção contra a excitotoxicidade 
glutamatérgica de maneira dependente da via PI3K/Akt (JACQUES et 
al., 2013). 
Por fim, estudos recentes demonstraram que ConBr 
administrada centralmente exerce um efeito antidepressivo no TNF, por 
um mecanismo envolvendo a inibição de receptores NMDA, redução de 
óxido nítrico e diminuição da síntese de GMPc (RIEGER et al., 2014a). 
Além disso, de uma maneira dependente da sua estrutura nativa e do 
sítio de ligação a carboidrato (CRD), ConBr induz a ativação de PKA, 
Akt e ERK1, conduzindo um aumento na expressão de BDNF mediado 
pela ativação do fator de transcrição CREB (RIEGER et al., 2014b). 
Portanto, temos um conjunto de evidências que indicam a 
capacidade de lectinas, como a ConBr, de modular a plasticidade do 
SNC e promover neuroproteção, possivelmente através da interação com 
receptores glutamatérgicos, com transportadores de neurotransmissores 
e pela modulação de vias de sinalização intracelular. 
1.2 Isquemia cerebral 
Acidente vascular cerebral (AVC) é a principal causa de 
incapacidade permanente (MOZAFFARIAN et al., 2016) e segunda 
principal causa de morte no mundo (FEIGIN et al., 2014). A cada ano, 
aproximadamente 795 mil pessoas vão sofrer um AVC e dentre esses 
87% são isquêmicos (MOZAFFARIAN et al., 2016). Segundo dados da 
Organização Mundial de AVC (World Stroke Organization), um em 
cada seis indivíduos no mundo terá um AVC ao longo de seu curso de 
vida. 
No Brasil, apesar do declínio nas taxas de mortalidade, o AVC 
representa a primeira causa de morte e incapacidade no País, o que gera 
grande impacto econômico e social (Ministério da Saúde, 2013). 
Os dados apontam para um aumento expressivo da morbidade 
com aumento do número de pessoas com sequelas neuronais 
importantes, que na maioria dos casos estão associadas a alterações 
físicas, auditivas, visuais e intelectuais, decorrentes dos eventos de AVC 
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(MURRAY & LOPEZ, 1997; DONNAN et al., 2008). A incapacitação 
devido ao AVC afeta não somente o estado funcional dos indivíduos 
acometidos, mas também tem profundos efeitos emocionais e sociais 
sobre os pacientes e suas famílias além de importantes consequências 
econômicas (ZOROWITZ et al., 2009). 
A lesão cerebral isquêmica resulta de uma interrupção 
permanente ou transitória do fornecimento de sangue arterial ao 
encéfalo por um êmbolo ou um trombo. Esta interrupção desencadeia 
uma série de processos neuroquímicos que são conhecidos como cascata 
isquêmica (DIRNAGL et al., 1999; TAOUFIK & PROBERT, 2008) 
(Figura 3). 
 
 
Figura 3. Visão geral dos mecanismos fisiopatológicos que ocorrem 
na isquemia. Devido à falha energética, ocorre despolarização neuronal, 
excessiva liberação e falha na recaptação do neurotransmissor 
glutamato, aumento massivo dos níveis intracelulares de Ca
2+
 e Na
+
, 
enquanto K
+
 é liberado no espaço extracelular. A elevação da 
concentração de Ca
2+
 intracelular leva a ativação de diversos sistemas 
enzimáticos (proteases, lipases, endonucleases, entre outras). Há 
produção excessiva de radicais livres com o subsequente dano às 
membranas, mitocôndrias e DNA, depleção dos níveis de enzimas 
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antioxidantes, produção de mediadores inflamatórios que ativam a 
microglia e provocam infiltração de leucócitos, além da ativação de 
segundos-mensageiros envolvidos na sinalização da morte celular. Em 
função de todas essas modificações e da ativação de enzimas que 
danificam a estrutura das membranas celulares, ocorre abalo da 
homeostase celular e, finalmente, morte neuronal (Adaptado de 
DIRNAGL et al., 1999). 
O encéfalo é altamente dependente de fluxo sanguíneo contínuo 
para o suprimento de oxigênio e glicose, e depende quase que 
exclusivamente da fosforilação oxidativa para produção de energia. 
Durante a isquemia a diminuição no fluxo de sangue prejudica o aporte 
desses substratos para o tecido cerebral, retardando ou impedindo a 
síntese de ATP através da glicólise e fosforilação oxidativa. A 
interrupção da fosforilação oxidativa também provoca um aumento na 
atividade da enzima ATP sintase, que nessa situação passa a consumir 
ATP, corroborando para diminuição do ATP intracelular (TAOUFIK & 
PROBERT, 2008). A principal consequência da diminuição do ATP é a 
inibição da bomba de Na
+
-K
+
-ATPase levando a perda do gradiente 
iônico e a consequente despolarização da membrana celular (DOYLE et 
al., 2008).  
A despolarização da membrana celular aliada ao prejuízo do 
metabolismo celular leva à liberação massiva de glutamato para a fenda 
sináptica e prejuízo da captação astrocitária de glutamato (LO et al., 
2003; DOYLE et al., 2008). O excesso de glutamato ativa seus 
receptores AMPA, cainato e NMDA, que por sua vez promovem 
despolarização, influxo de Ca
2+
 e mais consumo de ATP promovendo 
uma liberação ainda maior de glutamato. O glutamato apresenta um 
papel muito importante como mediador de sinapses excitatórias e a 
morte celular resultante das ações tóxicas do glutamato é referida como 
excitotoxicidade (LIPTON & ROSENBERG, 1994; LUO et al., 2013). 
Devido a sua elevada permeabilidade ao Ca
2+
 e incompleta 
dessenssibilização, o receptor NMDA é considerado o principal 
mediador da excitotoxicidade glutamatérgica (CHOI, 1992; GONDA, 
2012). 
A excitotoxicidade neuronal, por sua vez, geralmente se refere 
ao dano e à morte de neurônios decorrente de exposição prolongada ao 
glutamato e associada ao influxo excessivo de Ca
2+
 para o interior da 
célula (BERLIOCCHI et al., 2005). A entrada de grandes quantidades 
de Ca
2+
 para o citoplasma pode levar a uma série de respostas que 
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conduzem a morte celular, como: indução de estresse oxidativo, 
disfunção mitocondrial, ativação de vias de sinalização celular pró-
apoptótica e pró-inflamatória como algumas isoformas de p38
MAPK
 e 
JNK (YANG et al., 1997; TAOUFIK & PROBERT, 2008). 
Portanto, processos agudos, como hipóxia, isquemia, 
traumatismo craniano-encefálico ou processos crônicos, como doenças 
neurodegenerativas, podem conduzir à extensiva liberação de glutamato 
e/ou diminuição da sua recaptação (especialmente glial) gerando o 
quadro de excitotoxicidade (MELDRUM, 2000; SEGOVIA et al., 
2001). 
As zonas periféricas do território isquêmico comprometido, 
chamada de penumbra isquêmica, sofrem danos mais amenos devido a 
uma reperfusão residual de sangue a partir dos vasos sanguíneos 
colaterais. Na área de penumbra a morte celular pode ser evitada se 
houver intervenção na cascata isquêmica. A diminuição da morte celular 
nessa área está associada com melhora neurológica e com recuperação 
do dano, sendo um alvo importante para tratamentos contra os danos da 
isquemia (BROUNS & DE DEYN, 2009; LIU et al., 2012). 
Durante a reperfusão, a disponibilidade de oxigênio aumenta e 
as mitocôndrias, já debilitadas, geram uma grande quantidade de EROs, 
que levam a peroxidação lipídica das membranas dos neurônios 
(SANDERSON et al., 2013). Observa-se também uma redução nos 
antioxidantes endógenos e os que existem são usados na tentativa de 
consumir as espécies reativas que estão sendo produzidos 
(FRANTSEVA et al., 2001). Além disso, a ativação da microglia faz 
com que haja geração de espécies reativas e citocinas representando um 
quadro de neuroinflamação (LEE et al., 2014). 
Respostas inflamatórias do cérebro pós-isquemia estão 
caracterizadas por uma rápida ativação de células, principalmente 
microgliais, seguida pela infiltração de células inflamatórias circulantes. 
Uma série de alterações na barreira hematoencefálica (BHE) ocorre após 
o insulto isquêmico, uma vez que as células endoteliais e os astrócitos 
que compõem esta barreira sofrem danos significativos. Assim, células 
inflamatórias podem atravessar a BHE e alcançar o parênquima cerebral 
(JIN et al., 2010). 
Tais dados chamam atenção para a importância do 
desenvolvimento de estratégias terapêuticas como a melhoria do fluxo 
sanguíneo local, intervenções em processos como excitotoxicidade, 
estresse oxidativo, lesão microvascular e neuroinflamação e a prevenção 
de morte celular ou aumento da plasticidade neuronal.  
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1.3 Cultura organotípica 
Modelos experimentais in vitro representam uma alternativa de 
particular importância na pesquisa, pois têm como vantagens a redução 
do número de animais utilizados por experimento, um maior controle 
sobre os parâmetros bioquímicos e/ou fisiológicos, maior facilidade de 
avaliar os mecanismos de ação para determinado efeito em nível celular 
e molecular, estabelecendo claras correlações entre estrutura e função, 
bem como a plasticidade de interações neurais em diferentes condições 
experimentais (GEBHARDT, 2000). 
Dentre os modelos in vitro, o modelo de cultivo de tecidos 
garante a manutenção da integridade das células e organização do 
tecido. Além disso, estas preparações oferecem a possibilidade de uma 
fácil manipulação experimental. As fatias de diferentes regiões do 
cérebro são ferramentas muito válidas para o estudo das propriedades 
estruturais, fisiológicas e farmacológicas de circuitos neuronais, devido 
à comunicação interneuronal e entre neurônios e células da glia 
(HUMPEL, 2015). 
Existem dois tipos principais de preparações de fatia na 
pesquisa em neurociências: as chamadas fatias "frescas" e as culturas 
organotípicas. As fatias “frescas” são muitas vezes simplesmente 
referidas como fatias e são normalmente de curta duração favoráveis a 
experiências no intervalo de algumas poucas horas. Já as culturas 
organotípicas permitem análises experimentais ao longo de vários dias 
ou semanas in vitro, possibilitando o estudo de efeitos de longo prazo 
(LOSSI et al., 2009). 
O modelo de cultura organotípica foi primeiramente 
desenvolvido e detalhado por Gähwiler utilizando a técnica roller drum 
(GÄHWILER,1981). Nessa técnica as culturas organotípicas de cérebro 
foram estabelecidas em tubos, conforme ilustrado na Figura 4. As fatias 
de tecido são colocadas em lamínulas de vidro e são incorporadas em 
um coágulo de plasma (plasma com adição de uma gota de trombina) ou 
em uma matriz de colágeno (GÄHWILER,1981). Após esse processo 
que promove a “colagem” da fatia na lamínula, é possível a rotação 
lenta e contínua dos tubos que é característico desta técnica. Os tubos 
contêm uma pequena quantidade de meio de cultura e durante a rotação 
lenta (dez rotações por hora, com inclinação de aproximadamente 5° em 
relação ao eixo horizontal) o tecido é coberto por meio durante a metade 
de um ciclo, e assim segue uma alternância contínua de alimentação e 
aeração que determina a sobrevivência da fatia (GÄHWILER,1984). 
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Entretanto, no protocolo roller drum as fatias parecem apresentar um 
menor grau de organização celular e perda parcial da anatomia cerebral 
quando comparada com a técnica de cultura organotípica de interface, 
desenvolvida posteriormente (BRASCHLER et al., 1989). 
 
Figura 4. Técnica de roller drum. Adaptado de GÄHWILER, 1984. 
Dessa forma, a técnica roller drum foi modificada e otimizada 
para uma cultura de interface por Stoppini e colaboradores, que 
determinaram que as fatias cerebrais organotípicas podem sobreviver 
bem, quando cultivadas em membranas semipermeáveis (STOPPINI et 
al., 1991). Na técnica de interface as fatias de tecido cerebral são 
colocadas diretamente sobre uma membrana semipermeável e o meio de 
cultivo é adicionado abaixo da membrana, em placa de cultura (Figura 
5) (STOPPINI et al., 1991). O tamanho dos poros da membrana 
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possibilita a difusão dos substratos. O princípio da membrana é manter a 
interface entre o líquido e o ar: as fatias têm a nutrição adequada 
garantida pelo meio de cultivo no lado inferior da membrana e 
permanecem gaseificadas a partir da atmosfera no lado superior. O meio 
fornece a nutrição adequada ao tecido através da membrana por 
capilaridade (BERGOLD & CASACCIA-BONNEFIL, 1997). Este 
método oferece maior acessibilidade e facilita a manipulação 
experimental e, por manter as fatias de tecido na interface entre o ar e o 
meio de cultivo, permite que possam ser cultivadas durante várias 
semanas e serem submetidas a diferentes condições experimentais. 
Figura 5. Técnica de interface. Adaptado de Sundstrom et al., 2005. 
A cultura organotípica representa um modelo in vitro que 
mantém a identidade celular, as relações espaciais e a multiplicidade 
celular do tecido cerebral possibilitando a preservação das interações 
entre células gliais e neuronais presentes in vivo (GÄHWILER et 
al.,1997; EUGÈNE et al., 2014). Neste sistema, essas células 
sobrevivem por longo período de tempo “amadurecendo” em cultivo, 
permitindo o estudo de fatores fisiológicos e de compostos 
farmacológicos que possam contribuir com a sobrevivência celular e 
com a plasticidade sináptica, bem como a biologia de proteínas 
específicas e cascatas de sinalização celular (FROTSCHER et al., 1995; 
NORABERG et al., 2005; HOLOPAINEN, 2005).  
Em termos de modelo experimental, a cultura organotípica 
apresenta uma série de vantagens para o estudo de toxicidade ou de 
neuroproteção, bem como, para a análise das alterações bioquímicas 
envolvidas nestes processos. As culturas organotípicas permitem, um 
maior controle sobre parâmetros como temperatura, oxigenação, 
disponibilidade de nutrientes ou mesmo de compostos (STOPPINI et al., 
1991; BRUCE et al., 1996). 
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O fato de o cultivo organotípico assegurar as características do 
tecido cerebral in vivo, tais como um ambiente de múltiplos contatos 
celulares e arquitetura tecidual que mantêm as atividades múltiplas de 
neurotransmissão e plasticidade neural, justifica o termo “organotípica” 
que se deve justamente a essa a “organização típica do tecido in vivo” 
(GÄHWILER et al., 1997, ULLRICH et al., 2011). 
Além disso, a cultura organotípica de fatias do cérebro permite 
a realização de experimentos com várias fatias obtidas a partir de um 
cérebro original, excluindo as influências dos animais por variações 
individuais (KIM et al., 2013).  
As fatias de tecido podem ser mantidas em cultivo durante 
várias semanas. Porém, além de observar estritas condições de 
esterilidade, é necessário um meio de cultura adequado, oxigenação e 
incubação suficiente a uma temperatura estável de 36-37° C. Sob estas 
condições, as células nervosas continuam a diferenciar-se e desenvolver 
uma organização de tecido que se assemelha ao observado in vivo 
(LOSSI et al., 2009). Quanto ao meio de cultura, a maioria dos 
pesquisadores trabalham com um meio que consiste em cerca de 25% de 
soro de cavalo inativado, 50% de meio basal, tal como o meio basal 
Eagle (BME – Eagle′s Basal Medium) ou meio mínimo essencial Eagle 
(MEM – Eagle′s Minimum Essential Medium) e 25% de solução salina 
equilibrada de sais, suplementado com glicose (STOPPINI et al., 1991; 
BUCHS et al., 1993). 
Nem todas as áreas do cérebro são passíveis de cultura 
organotípica. O método de cultura organotípica é ideal para regiões do 
cérebro com uma estrutura que pode ser alinhada ao plano de corte tal 
como o corpo estriado, cerebelo, hipocampo e córtex (SUNDSTROM et 
al., 2005). 
Um fator importante no cultivo organotípico é a idade do 
animal que será utilizado para obtenção das fatias. As fatias oriundas de 
animais jovens são mais resistentes e têm plasticidade neuronal mais 
forte se comparadas com as de tecido de animal adulto (DAVIAUD et 
al., 2013). Em comparação com doadores embrionários, o cérebro de 
animais jovens é maior tornando mais fácil a dissecação. Além disso, o 
tecido derivado de animais fetais não apresenta uma boa organização 
morfológica no cultivo organotípico (GÄHWILER et al., 1997). 
Considerando esses fatores, o período pós-natal precoce (P0 a P10) é 
ideal para a cultura, pois aspectos essenciais da citoarquitetura já estão 
estabelecidos na maioria das áreas cerebrais, e as células nervosas têm 
maior probabilidade de manterem-se viáveis (GÄHWILER et al., 2001; 
LOSSI et al., 2009; EUGÈNE et al., 2014). Culturas organotípicas de 
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fatias do hipocampo, por exemplo, são geralmente preparadas a partir de 
animais de 6-8 dias de idade (P6 a P8), pois fornecem uma janela de 
tempo perfeito para o estabelecimento das fatias nas membranas e a sua 
sobrevivência durante vários dias (MARKSTEINER & HUMPEL, 
2008; ALLARD et al., 2015). 
Vários parâmetros influenciam a funcionalidade das células da 
glia e a sobrevivência dos neurônios, tal como a origem anatômica do 
tecido e idade dos animais, a composição do meio de cultivo, a 
velocidade de preparação, a esterilidade, a saúde dos animais doadores, 
entre outros. No entanto, para obter mais informações sobre a 
viabilidade celular, fatias de tecido devem ser contrastadas com agentes 
específicos de morte celular. Vários corantes fluorescentes são 
frequentemente utilizados para estudar diretamente a viabilidade das 
células em fatias, como por exemplo: iodeto de propídio (SIMÕES 
PIRES et al., 2014), brometo de etídio (MANCINI et al., 2009), corantes 
SYTOX (HUGHES et al., 2014), corantes Hoechst (FERRER-MARTÍN 
et al., 2014), laranja de acridina (KIM et al., 2002), DAPI 
(PINKERNELLE et al., 2013) e anexina V (XU et al., 2013).  
Para determinar a idade das culturas organotípicas considera-se 
a idade do animal no momento em que as fatias são preparadas e 
colocadas em cultivo somado ao número de dias de permanência in 
vitro. Este somatório é denominado dia pós-natal equivalente (EPD – 
equivalent postnatal day) (BRUCE et al., 1995). 
A área do cérebro mais explorada e melhor caracterizada em 
culturas organotípicas é o hipocampo.  Vários grupos de pesquisa têm 
utilizado o modelo de culturas organotípicas de fatias hipocampais para 
estudar neuroinflamação, neurodegeneração e neuroproteção 
envolvendo: isquemia/privação de oxigênio e glicose (RAMÍREZ-
SÁNCHEZ et al., 2015), estresse oxidativo (KIM et al., 2015), 
exposição crônica ao etanol (REYNOLDS et al., 2015), trauma 
cranioencefálico (DI PIETRO, 2015), epilepsia (BERDICHEVSKY et 
al., 2013), hipotermia (BICKLER et al., 2012), hipoglicemia (TANAKA 
et al., 2008), infecções (MAFFIOLI et al., 2012), bem como 
neurotoxicidade (YAMAZAKI et al., 2013), neurogênese (WEI et al., 
2015) e neuroplasticidade (QUINTANA et al., 2015), incluindo também 
estudos com células tronco (LANCASTER et al.,  2013; NEUSER et al, 
2013; AVALIANI et al., 2014). 
Em condições de cultura organotípica, as características 
anatômicas e organização morfológica do hipocampo são mantidas. 
Todos os tipos neuronais (células granulares, células piramidais e os 
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interneurônios)e células da glia que existem in vivo são bem preservados 
nas culturas e, de forma geral, mantém sua morfologia, exibindo 
transmissão sináptica normal e plasticidade (LOSSI et al., 2009). 
A arborização dendrítica de células piramidais e de 
interneurônios é muito parecida com a da situação in situ, enquanto que 
os dendritos de células granulares são mais variáveis e 
consideravelmente mais curtos. Essa variação observada nos dendritos 
de células granulares provavelmente se deve à falta de aferentes que são 
derivadas do córtex entorrinal (HEIMRICH & FROTSCHER, 1991). 
Nas partes distais dos dendritos, que in situ recebem aferentes a partir de 
regiões extrahipocampais, a densidade das sinapses permanece 
consideravelmente inferior ao longo de todo o período de cultura 
(BUCHS et al., 1993). Já as proteínas importantes relacionadas à 
sinapse, tais como a sinaptofisina, proteína básica de mielina, as 
proteínas associadas aos microtúbulos e moléculas de adesão de células 
neuronais, são expressas em níveis constantes durante o cultivo 
organotípico (BAHR et al., 1995). 
A ramificação de processos neuronais e as conexões entre os 
neurônios aumentam na primeira semana de cultivo e o 
desenvolvimento dessas sinapses in vitro chegam muito próximo da 
situação in vivo (FROTSCHER & GÄHWILER, 1988). Em particular, 
análises de microscopia confocal comprovaram que fatias (de ratos P5) 
cultivadas durante uma, duas, ou três semanas in vitro demonstraram 
equivalência a fatias cerebrais dissecadas no dia pós-natal 14, 17 ou 21, 
respectivamente, no número de ramos dendríticos primários, densidade 
das espinhas dendríticas de células piramidais, comprimento total de 
neurônios e crescimento de dendritos apicais (DE SIMONI et al., 2003). 
A técnica de cultura organotípica de diferentes regiões do SNC 
tornou-se uma importante ferramenta para a investigação de dano 
celular, alterações na vulnerabilidade e plasticidade bem como a análise 
de potenciais compostos neuroprotetores nos mais variados estudos de 
alterações celulares e moleculares associadas a diferentes lesões e 
doenças neurodegenerativas (HOLOPAINEN, 2005; CAVALIERE et 
al., 2010). 
Modelos in vitro de culturas organotípicas oferecem vantagens 
únicas por se aproximar da situação in vivo na medida em que mantêm o 
microambiente do tecido original e com isso demonstram um elevado 
grau de manutenção citoarquitectônica promovendo o metabolismo 
neuronal com circuitos sinápticos locais funcionais por períodos 
variáveis de tempo, de acordo com o procedimento de escolha (LOSSI 
et al., 2009). 
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Dessa maneira, a cultura organotípica constitui-se um excelente 
modelo para estudar a resposta dos neurônios, dos astrócitos e da 
microglia frente a insultos por apresentar fatias com ótima morfologia e 
viabilidade, boa estabilidade e homogeneidade, além de mostrar 
susceptibilidade aos diversos modelos de lesão (DAVIAUD et al., 
2013). 
1.4 Sinalização celular 
1.4.1 Proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) 
As proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) são um 
grupo de serina/treonina cinases amplamente distribuídas no SNC e são 
ativadas por fosforilação mediando a transdução de sinal intracelular em 
resposta a diferentes estímulos. As MAPKs participam na regulação das 
atividades celulares de crescimento, diferenciação, sobrevivência e 
morte (Figura 6). Os mamíferos expressam diversos grupos de MAPKs, 
entre eles, as cinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2) e as 
proteínas cinases ativadas por estresse (SAPKs), como a p38
MAPK
 e JNK 
1/2/3 (CHEN et al., 2001; THOMAS & HUGANIR, 2004). 
As p38
MAPK
 e JNK1/2/3, são classicamente reconhecidas como 
proteínas cinases ativadas por estresse (SAPKs) e têm sido relacionadas 
com mecanismos de inflamação, através de sua ativação por citocinas 
relacionadas a insultos citotóxicos, resposta a estresse e morte celular 
(MIELKE & HERDEGEN, 2000; TAKEDA & ICHIJO, 2002). 
A p38
MAPK
, portanto, é ativada por diversos estímulos, 
incluindo hormônios, ligantes de receptores acoplados a proteínas G e 
estresses. Está envolvida em processos inflamatórios e apoptóticos em 
diferentes tipos celulares, incluindo neurônios (MIELKE & 
HERDEGEN, 2000; MOLZ et al., 2008). 
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Figura 6. Esquema geral da ativação da via de sinalização das 
proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPKs). MAPKs operam 
em forma de cascata e medeiam a sinalização intracelular iniciada por 
fatores extracelulares ou intracelulares. MAP3Ks, que podem ser 
ativadas tanto por MAP4Ks ou GTPases, fosforilam MAP2Ks que por 
sua vez fosforilam e ativam MAPKs. Sendo ativadas, MAPKs 
fosforilam vários substratos, incluindo fatores de transcrição, regulando 
desta maneira uma variedade de atividades celulares, como proliferação, 
diferenciação, migração, respostas inflamatórias e morte celular. RTK: 
receptor tirosina cinase (Adaptado de KIM & CHOI, 2010). 
1.4.2 Via da fosfatidilinositol-3 cinase/Akt (PI3K/Akt) 
A via da fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K)/Akt (ou PKB) pode 
ser ativada por fatores de crescimento e sua ativação desempenha um 
papel crítico na regulação do crescimento, proliferação, metabolismo e 
sobrevivência celular e também na neuroplasticidade (HANADA et al., 
2004; VAN DER HEIDE et al., 2006). 
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Um dos alvos do segundo mensageiro gerado pela ativação da 
PI3K é a proteína Akt. Akt/PKB é uma serina/treonina cinase altamente 
expressa no SNC e regula a função de muitas proteínas celulares 
envolvidas em processos relacionados ao metabolismo, apoptose, 
proliferação e neuroplasticidade incluindo a glicogênio sintase cinase-3β 
(GSK-3β) (SONG et al., 2005).  
GSK-3β é uma serina/treonina cinase multifuncional 
especificamente expressa no SNC, particularmente em neurônios. 
Inicialmente foi descrita como uma peça chave no metabolismo do 
glicogênio pela sua habilidade de fosforilar e inativar a enzima 
glicogênio sintase, mas sabe-se também que ela regula diversas funções 
celulares como transcrição de genes, plasticidade sináptica e apoptose 
(JOPE, 2003; JOPE & ROH, 2006).  
GSK-3β não é apenas um alvo downstream da via PI3K/Akt, 
mas também está envolvida na via de sinalização Wnt. Com a ativação 
da via PI3K/Akt, a atividade da GSK-3β pode ser reduzida por 
fosforilação no resíduo de Ser pela Akt. A fosforilação de Ser
9
 e 
subsequente inativação da GSK-3β, leva a acumulação de β-catenina e a 
sua translocação do citosol para o núcleo (DING et al., 2000). β-
catenina é uma molécula importante na via Wnt, mediando os efeitos 
anti-apoptóticas através da regulação da expressão de vários genes anti-
apoptóticos importantes. A GSK-3β, portanto, regula negativamente β-
catenina através de fosforilação e degradação dessa proteína (LI et al., 
2011). 
1.5 Astroglia e neurônios 
Os astrócitos, células gliais mais abundantes no SNC, 
correspondem a um grupo de células heterogêneas, com diferentes 
subtipos, que apresentam diferenças quanto à morfologia, 
desenvolvimento, metabolismo e fisiologia. 
Entre as características gerais dos astrócitos maduros destaca-se 
a presença de prolongamentos com filamentos intermediários (fibrilas 
gliais), cujo componente principal é a proteína acídica fibrilar glial 
(GFAP); a proteína ligadora de cálcio, S-100 e a enzima conversora de 
glutamato em glutamina, glutamina sintetase (TANAKA et al., 1992).  
Os astrócitos desempenham uma série de funções essenciais 
para a homeostase do SNC incluindo: manutenção dos níveis iônicos do 
meio extracelular, alterados com a descarga de potenciais de ação dos 
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neurônios; captação e liberação de diversos neurotransmissores, tendo 
um papel crítico no metabolismo dos neurotransmissores glutamato e 
GABA; secreção de fatores tróficos essenciais para a sobrevivência e 
diferenciação dos neurônios, participando do direcionamento de axônios 
e formação/funcionamento das sinapses; participação na formação da 
BHE (STIPURSKY et al., 2011; STIPURSKY et al., 2012). Também 
estão envolvidos na regulação do fluxo sanguíneo cerebral, bem como 
no auxílio na defesa imune, por meio da síntese e secreção de diversas 
citocinas inflamatórias (CHEN & SWANSON, 2003). Além disso, essas 
células têm grande impacto no controle energético cerebral, em razão do 
fornecimento de energia e metabólitos (ROUACH et al., 2008).  
Os astrócitos ajudam a manter a concentração extracelular de 
K
+
, importante para a manutenção da atividade neuronal (DJUKIC et al., 
2007). Os astrócitos captam os íons liberados na fenda sináptica e os 
carregam para outras regiões, onde a concentração de K
+ 
no meio 
extracelular é menor. Desta forma os astrócitos mantêm o balanço de K
+
 
e consequentemente o meio adequado para os neurônios (BARRES, 
1991; WALZ, 1997).  
A observação de que os processos astrocíticos expressam uma 
série de receptores de neurotransmissores na sua superfície, incluindo 
receptores glutamatérgicos, GABAérgicos e purinérgicos, mostraram 
que essas células são responsivas às atividades neuronais, bem como 
podem modulá-las (PORTER & MCCARTHY, 1997). Em particular, os 
astrócitos apresentam muitos receptores glutamatérgicos em sua 
membrana plasmática e podem, então, responder ao glutamato liberado 
dos terminais sinápticos neuronais, aumentando a concentração interna 
de Ca2+ (ZHANG et al., 2003); os astrócitos têm a responsabilidade de 
recaptar o glutamato liberado pelos neurônios no meio extracelular 
(RICCI et al., 2009). Por outro lado, estas células gliais também podem 
liberar glutamato, em resposta ao aumento na concentração de Ca2+, 
causando um aumento na concentração neuronal de Ca2+ através de um 
mecanismo mediado por receptores NMDA (MALARKEY & 
PARPURA, 2008). 
Depois da absorção em astrócitos, os transmissores são 
convertidos por enzimas – como a glutamina sintetase – em precursores, 
tais como glutamina, e reciclado de volta para sinapses para conversão 
em transmissores ativos (SOFRONIEW & VINTERS, 2010). Foram 
encontrados altos níveis da enzima glutamina sintetase nos astrócitos 
que, em conjunto com o transportador de glutamato, removem o 
glutamato extracelular fornecendo glutamina, um substrato para o 
metabolismo neuronal (ZOU et al., 2010). As extensas redes de 
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astrócitos são capazes de dissipar rapidamente pequenas moléculas, tais 
como potássio e glutamato e impedir a sua acumulação potencialmente 
prejudicial (SEIFERT et al., 2006). 
Os astrócitos captam a glicose e metabolizam até lactato ou 
alanina e só depois distribuem esses metabólitos para os neurônios. 
Além disso, há estoques de glicogênio quase exclusivos dos astrócitos, 
servindo como fonte de combustível para as células vizinhas 
(STOBART & ANDERSON, 2013). 
Os processos astrocíticos sofrem um pequeno inchamento 
próximo aos capilares sanguíneos formando uma espécie de barreira ao 
redor dos vasos que, em conjunto com as células endoteliais, impedem 
que diversas substâncias ou moléculas presentes no sangue entrem no 
SNC (BANERJEE & BHAT, 2007).  
Assim, as porções terminais de astrócitos, ao mesmo tempo em 
íntimo contato com a superfície neuronal, também estão associadas a 
capilares sanguíneos, desempenhando, portanto, um papel importante no 
transporte de nutrientes da corrente sanguínea para as células neuronais. 
Dados recentes revelam que os astrócitos produzem e liberam vários 
mediadores moleculares, tais como prostaglandinas, óxido nítrico, e 
ácido araquidônico, que podem aumentar ou diminuir o diâmetro do 
vaso sanguíneo e o fluxo sanguíneo de uma forma coordenada 
(GORDON et al., 2007; IADECOLA & NEDERGAARD, 2007). 
Portanto, os astrócitos podem ser importantes mediadores de mudanças 
no fluxo sanguíneo no SNC em resposta a alterações na atividade 
neuronal (KOEHLER et al., 2009). 
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2 JUSTIFICATIVA 
Tendo em vista que a isquemia cerebral é a principal causa de 
incapacidade e uma das principais causas de morte no mundo é de 
extrema importância o estudo dos processos neuroquímicos 
desencadeados e o aprofundamento na compreensão dos mecanismos 
envolvidos nos danos celulares resultantes, bem como a busca de 
estratégias de neuroproteção. 
Os receptores para proteínas de matriz extracelular e fatores 
neurotróficos, receptores glutamatérgicos, transportadores de 
neurotransmissores e canais iônicos possuem natureza glicoprotéica. 
Tendo em vista que as cadeias de açúcares presentes nestas proteínas 
são alvos de interação com lectinas e que podem regular funções neurais 
importantes, torna-se pertinente estudar os mecanismos celulares e 
moleculares associados a estas interações. 
Lectinas tem a capacidade de ligar a carboidratos com alta 
especificidade (CAVADA et al., 2001) e têm mostrado ação biológica 
sobre o SNC incluindo modulação da neurotransmissão e atividade 
neuroprotetora (HELMHOLZ et al., 2003). Estudos do nosso laboratório 
sugerem que ConBr pode modular sistemas de neurotransmissão e 
algumas vias de sinalização intracelular que culminam em efeitos 
neuroprotetores e de modulação da plasticidade sináptica (BARAUNA 
et al., 2006; RUSSI et al., 2012; JACQUES et al., 2013; RIEGER et al., 
2014a; RIEGER et al., 2014b). 
Dessa forma, baseado na literatura e em dados prévios de nosso 
grupo, se torna relevante o estudo dos efeitos biológicos de ConBr no 
SNC. Portanto, tencionamos investigar a capacidade neuroprotetora de 
ConBr em modelo de isquemia in vitro. 
As culturas organotípicas mantêm a arquitetura tecidual 
preservando as diversas células e seus múltiplos contatos, a transmissão 
sináptica normal e a plasticidade. Paralelo a isso, as fatias em cultivo 
organotípico apresentam estabilidade bem como susceptibilidade em 
modelos de lesão, representando um excelente modelo in vitro para 
estudar a resposta das células neurais frente a insultos (DAVIAUD et 
al., 2013). Portanto, foram considerados dois aspectos: 1) a importância 
de padronizar a técnica de cultura organotípica para as condições locais; 
2) através desse modelo, avaliar o efeito neuroprotetor de ConBr frente à 
privação de oxigênio e glicose, seguida de reperfusão. 
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3 OBJETIVOS 
3.1 Objetivo geral 
Estudar os mecanismos celulares e moleculares associados à 
possível atividade neuroprotetora da lectina extraída das sementes de 
Canavalia brasiliensis (ConBr) frente aos danos produzidos pela 
privação de oxigênio e glicose, seguida de reperfusão (POG/Rep) em 
culturas organotípicas hipocampais (COH). 
3.2 Objetivos específicos 
● Padronizar a técnica de cultura organotípica hipocampal 
(COH); 
 
● Avaliar a viabilidade celular de COHs submetidas à POG/Rep 
bem como a capacidade neuroprotetora de ConBr; 
 
● Verificar a modulação da resposta astrocitária 
(imunorreatividade para GFAP) e a sobrevivência neuronal 
(imunorreatividade para NeuN) em COHs submetidas à POG/Rep 
paralelo ao efeito do tratamento com ConBr sobre estas células; 
 
● Investigar, através de Western blotting, a modulação de vias 
de sinalização como PI3K/Akt e MAPK por meio da avaliação da 
atividade de Akt, GSK-3β, β-catenina e p38
MAPK
 com relação ao modelo 
de privação de oxigênio e glicose e reperfusão (POG/Rep) em COHs. 
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4 METODOLOGIA 
4.1 Purificação da lectina ConBr 
A lectina ConBr foi fracionada e purificada por métodos 
previamente estabelecidos (MOREIRA & CAVADA et al., 1984; 
CAVADA et al., 2001) que incluem precipitação com sulfato de amônio 
e cromatografia por afinidade em Sephadex G-50. A purificação foi 
realizada pelo Laboratório de Moléculas Biologicamente Ativas 
(BioMol) coordenado pelo Prof. Dr. Benildo Cavada na Universidade 
Federal do Ceará (UFC). A lectina purificada e liofilizada foi enviada ao 
nosso laboratório para avaliação dos efeitos biológicos. 
4.2 Animais 
Foram utilizados ratos machos pós-natais (P7) da linhagem 
Wistar, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de 
Santa Catarina (UFSC). Cada animal foi manipulado e submetido a 
eutanásia obedecendo ao código de ética de utilização de animais para 
pesquisa, conforme protocolo aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 
Animais (Protocolo PP00772/ CEUA-UFSC). Foram dirigidos todos os 
esforços no sentido de minimizar o número de animais utilizados bem 
como o sofrimento dos mesmos. 
4.3 Preparação das culturas organotípicas hipocampais (COH) 
As culturas foram preparadas de acordo com os métodos 
descritos por Stoppini et al., 1991 com algumas modificações. 
Resumidamente, os cérebros foram retirados e os hipocampos 
dissecados (4°C) e fatiados na espessura de 300μm, utilizando um 
cortador de tecidos (McIlwain Tissue Chopper). As fatias foram 
separadas em solução equilibrada de sais HBSS gelada (HBSS – Hank's 
Balanced Salt Solution) composto (em mM) de KCl 5,36, KH2PO4 0,44,  
NaHCO3 4,1, NaCl 137,93, Na2HPO4 0,34, glicose 36,08, HEPES 25, 
5μL/mL de antibiótico/antimicótico, pH 7,4. Foram colocadas as fatias 
em uma membrana de cultivo Millicell com poros de 0,4 µm 
(Millipore®) e mantidas durante 7 dias em placas de cultura de 6 poços 
contendo 1mL de meio de cultura composto de 50% de meio MEM 
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(Eagle′s Minimum Essential Medium), 25% de soro fetal de cavalo 
inativado e 25% de solução salina HBSS, suplementado com glicose (36 
mM), pH 7,3. As culturas organotípicas foram mantidas em estufa 
umidificada a 37°C com 5% de CO2. O meio de cultivo foi trocado a 
cada 3 dias. 
4.4 Privação de oxigênio e glicose e reperfusão (POG/Rep) 
POG/Rep foi usado como um modelo in vitro de isquemia 
cerebral. As membranas contendo as fatias foram transferidas para uma 
placa estéril contendo 1mL de solução de POG, composta (em mM) por 
NaCl 137,93, KCl 5,36, NaHCO3 26, KH2PO4 1,18, MgSO4 1,19, CaCl2 
2, e 2-deoxiglicose 11. As culturas foram alocadas em uma câmara de 
anóxia e expostas durante 5 minutos a um fluxo contínuo de gás 
composto de 95% de N2 e 5% de CO2 para assegurar a privação de 
oxigênio. Depois disso, a câmara foi selada durante 15 minutos e 
mantida a 37ºC. As culturas controle foram mantidas durante o mesmo 
período, sob uma atmosfera normóxica e em uma solução controle com 
a mesma composição da solução de POG, mas contendo glicose (15 
mM) em vez de 2-deoxiglicose (PARADA et al., 2013). Após o período 
de POG, as culturas foram devolvidas às suas condições originais de 
cultivo por 24 horas (período de reperfusão) e foi adicionado ao meio de 
cultivo ConBr previamente diluída em tampão HEPES-salino sem 
glicose, composto (em mM) por NaCl 124, KCl 4, MgSO4 1,2, HEPES 
25, CaCl2 1, pH 7,4. A Figura 7 mostra um esquema do protocolo de 
POG/Rep para as COHs. 
 
 
Figura 7. Representação esquemática do protocolo de POG/Rep. Ao 
mesmo tempo em que COHs foram expostas durante 15 minutos a POG, 
as COHs controle foram mantidas sob atmosfera normóxica em uma 
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solução controle (HBSS) com a mesma composição que a solução de 
POG, mas contendo glicose (15 mM) em vez de 2-deoxiglicose. Após 
isto, todas as COHs voltaram para as condições originais de cultivo 
durante 24 horas (período de reperfusão; Rep). O tratamento com ConBr 
foi realizado durante todo o período de Rep. 
4.5 Western Blotting 
Após os tratamentos, as fatias hipocampais foram 
cuidadosamente removidas das membranas Millipore® e 
homogeneizadas em 100 μL de SDS 4%. Subsequentemente, o 
homogeneizado foi incubado por 6 minutos a 100ºC. Sobre essa solução 
de amostra foi adicionado tampão de diluição na proporção de 1:4 (40% 
glicerol, 100 mM de Tris e azul de bromofenol) e -mercaptoetanol na 
concentração final de 8%. As proteínas totais das amostras foram 
dosadas pelo método de Lowry modificado (PETERSON, 1977). As 
proteínas foram separadas através de eletroforese em gel de 
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 
utilizando gel de separação com concentração de 10% e gel de entrada 
na concentração de 4% (CORDOVA et al., 2004; LEAL et al., 2007). A 
eletroforese foi realizada com corrente fixa de 15 mA/placa e voltagem 
máxima de 140V durante aproximadamente 2,5 h, utilizando-se os 
tampões superior (glicina 190 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1%) e inferior 
(Tris 50 mM; pH 8,3). Após a eletroforese, os géis foram submetidos à 
eletrotransferência usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm
2
; 1,5 h) 
como descrito por BJERRUM & HEEGAARD, 1989.  Assim, as 
proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose. Por fim, 
as membranas foram coradas com Ponceau Stain (Ponceau 0,5% em 
ácido acético 1%) (LOPES et al., 2012). Primeiramente as membranas 
foram lavadas com solução salina tamponada com Tris (TBS; Tris 10 
mM; NaCl 150 mM; pH 7,5) e a seguir, foram bloqueadas por 1 h, à 
temperatura ambiente sob agitação constante, com leite desnatado 5% 
diluído em TBS. Após o bloqueio, as membranas foram lavadas 3 vezes 
por 5 minutos com TBS-T (Tween-20 0,1%; Tris 10 mM; NaCl 150 
mM; pH 7,5). As membranas foramincubadas, “overnight” à 4ºC sob 
agitação constante, com anticorpos específicos contra formas 
fosforiladas ou totais conforme listado na Tabela 1. Os anticorpos 
secundários apropriados conjugados com peroxidase foram utilizados 
para detectar as proteínas por quimioluminescência (LEAL et al., 2002; 
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RIGON et al., 2008). Os valores densitométricos das bandas foram 
determinados através do programa Scion Image®. 
 
Tabela 1. Massa molecular da proteína alvo, fabricante e diluição dos 
anticorpos utilizados para Western blotting. 
ANTICORPO MASSA 
MOLECULAR 
DA 
PROTEÍNA 
ALVO 
FABRICANTE 
(CÓDIGO) 
DILUIÇÃO 
Anti-Akt ~ 60 kDa 
Cell Signalling 
(#9272S) 
1:2000 
Anti-phospho-Akt ~ 60 kDa Sigma(P4112) 1:2000 
Anti-GSK-3β ~ 46 kDa 
Cell Signalling 
(#9315S) 
1:2000 
Anti-phospho-
GSK-3β 
~ 46 kDa 
Cell Signalling 
(#9336S) 
1:2000 
Anti-β-catenina ~ 94 kDa Sigma (C2206) 1:2000 
Anti β-actina ~ 43kDa 
Santa Cruz 
Biotechnology 
(sc-47778) 
1:2000 
Anti-p38MAPK ~ 38 kDa Sigma (M0800) 1:10000 
Anti-phospho-
p38MAPK 
~ 38 kDa 
Millipore (05-
1059) 
1:1000 
Goat anti-mouse 
IgG, Peroxidase 
Conjugated 
secondary antibody 
- 
Millipore 
(AP308P) 
1:2500 
Goat anti-rabbit 
IgG, Peroxidase 
Conjugated 
secondary antibody 
- 
Millipore 
(AP132P) 
1:5000 
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4.6 Avaliação de morte celular utilizando o iodeto de propídio 
O iodeto de propídio (IP) é um composto polar que entra apenas 
em células com a membrana plasmática bastante danificada. Uma vez 
dentro das células, o IP intercala-se com a molécula de DNA e induz 
uma intensa fluorescência vermelha (630nm) que é excitada por luz 
verde (495nm) (NORABERG et al., 1999). 
Resumidamente, após os tratamentos as COHs foram incubadas 
com IP (1 μg/mL) e Hoechst (2 μg/mL) por 30 minutos à 37ºC. Após 
esse período de incubação, foram feitas as análises de fluorescência. A 
coloração de Hoechst foi utilizada com o intuito de normalizar a 
fluorescência de IP com o número de núcleos. Níveis de fluorescência 
foram observados e as imagens capturadas em microscópio de 
epifluorescência invertido Zeiss. As imagens foram analisadas 
utilizando o programa Image J®. Para calcular a morte das células, o 
número de unidades arbitrárias de fluorescência IP foi dividido pelo o 
número de unidades arbitrárias de fluorescência Hoechst (EGEA et al., 
2012). 
4.7 Imunohistoquímica 
A preparação das COHs para as análises de imunohistoquímica 
foi realizada de acordo com os métodos descritos por de Oliveira et al., 
2014 com algumas modificações. Após os tratamentos as COHs foram 
lavadas 3 vezes com PBS 0,1 M, por 10 minutos à temperatura ambiente 
(TA) e sob agitação constante, sendo a seguir fixadas em 
paraformaldeído 4% “overnight” à 4ºC sob agitação constante. Após 
esse procedimento as COHs foram lavadas 3 vezes (nas mesmas 
condições anteriores) e cada fatia foi individualizada, através de cortes 
feitos delicadamente com um bisturi, nas membranas Millipore®. Então, 
cada fatia aderida em seu respectivo pedaço de membrana, foi 
submetida ao processo de bloqueio com 5% de soro de cavalo, diluído 
em PBS 0,1 M contendo 2% de Triton X-100, durante 2 horas à TA sob 
agitação constante. Em seguida, as fatias foram incubadas com os 
anticorpos anti-GFAP ou anti-NeuN durante 48 horas, à 4ºC sob 
agitação constante. Após três lavagens (10 min cada) com PBS 0,1 M as 
fatias foram incubadas com o anticorpo Alexa fluor 488, durante 2 horas 
à TA sob agitação constante. Por fim, as fatias foram novamente lavadas 
3 vezes nas mesmas condições já citadas e então montadas em lâminas 
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com meio de montagem CC/mount e cobertas com lamínulas. Os níveis 
de fluorescência bem como as imagens foram observados e a seguir 
capturados através de microscópio confocal Leica. As imagens foram 
analisadas utilizando o programa ImageJ®. 
4.8 Análise Estatística 
Nos experimentos de Western blotting os resultados foram 
analisados através do teste estatístico teste t não pareado. Nos demais 
experimentos, os resultados foram analisados através do teste estatístico 
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste posthoc de Duncan. Os 
resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Os 
resultados obtidos foram expressos como a média + erro padrão da 
média (E.P.M.). As análises estatísticas foram feitas no programa 
STATISTICA 7.0 e os gráficos confeccionados no programa GraphPad 
Prism 6.0. 
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5 RESULTADOS 
5.1 CAPÍTULO 1 
5.1.1 Padronização da técnica de cultura organotípica 
hipocampal (COH) 
Os passos iniciais na preparação de fatias para cultura 
organotípica são semelhantes aos utilizados para preparar fatias 
“frescas”. Resumidamente, o tecido foi dissecado (Figura 8A) e 
rapidamente colocado numa solução de sais equilibrada (Figura 8B), 
cuja composição se assemelha à do fluido cerebro-espinhal. Então, o 
tecido foi cortado em seções de 300 µm de espessura por meio de um 
fatiador de tecido de McIlwain (Figura 8B) e foi feita a montagem da 
cultura (Figura 8C e D). Em nosso caso, a cultura padronizada foi a 
cultura organotípica hipocampal (COH) e então seis fatias puderam ser 
cultivadas sobre uma mesma membrana. 
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Figura 8. Preparação da cultura organotípica hipocampal (COH). 
A) Dissecação do hipocampo a partir do encéfalo de ratos P7. B) 
Manutenção dos hipocampos isolados em uma solução de sais 
equilibrada; o hipocampo foi colocado na placa de corte com muito 
cuidado, sendo manipulado somente pela porção de córtex - mantida 
justamente para permitir a manipulação sem contato direto com o 
hipocampo - (imagem do meio); as fatias foram obtidas através do 
fatiador de tecidos de McIlwain (“McIlwain Tissue Chopper”; visto na 
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imagem da direita). C) Separação das fatias com o auxílio de lupa. D) 
Montagem da cultura em placa de 6 poços com colocação criteriosa das 
fatias sobre as membranas de Millicell®; A cultura foi mantida na estufa 
com atmosfera umidificada a 37°C com 5% de CO2. 
Durante a preparação de fatias do tecido, o corte de axônios é 
inevitável e muitas células ficam sem contatos pós-sinápticos. Em fatias 
organotípicas, no entanto, o corte de axônios conduz uma reorganização 
sináptica e esse enorme rearranjo/religação dos circuitos neuronais 
aliado à migração neuronal ocorre ao longo dos dias seguintes de cultivo 
(ULLRICH & HUMPEL, 2011; HUMPEL, 2015). Em fatias 
hipocampais, por exemplo, após o corte, a densidade das estruturas 
sinápticas da fatia diminui, mas, no decorrer da primeira semana de 
cultivo as árvores dendríticas dos neurônios já se tornam mais 
complexas, atrelado a isso há um aumento substancial na frequência das 
correntes sinápticas (DE SIMONI et al., 2003; LOSSI et al., 2009). Esta 
é uma das principais vantagens da cultura organotípica: permitir que o 
tecido se recupere do trauma do corte e que ocorra 
estabilização/adaptação das células no ambiente in vitro. 
A Figura 9 mostra o nosso cultivo da cultura organotípica 
hipocampal durante o período de 0 a 7 dias. Foi observada, ao longo dos 
dias de cultivo, a ocorrência de um “achatamento” das fatias e a 
excrescência de células a partir da borda das fatias (Figura 9B). Esta 
característica da cultura organotípica é, inclusive, um parâmetro 
importante que determina boa qualidade de uma cultura (HUMPEL, 
2015). 
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Figura 9. Cultura organotípica hipocampal (COH) obtida de ratos. 
(A) Figura ilustrativa destacando a localização do hipocampo e a fatia 
obtida após corte do tecido (300µm) com as regiões hipocampais GD, 
CA1 e CA3. (B) As fatias de rato (P7) foram cultivadas durante 7 dias; 
observa-se o “achatamento” das fatias em cultivo e também a 
excrescência de células a partir da borda das fatias ao longo do período 
de cultivo. Barra de escala: 200 µm. (C) Imagem obtida do trabalho de 
Victorov et al., 2001, de uma fatia hipocampal de rato (P8) cultivada 
durante 10 dias in vitro (DIV) para comparação com nossos resultados 
(B) e averiguação da morfologia característica da cultura organotípica 
hipocampal. Barra de escala: 200 µm. 
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5.2 CAPÍTULO 2 
5.2.1 O modelo de privação de oxigênio e glicose e reperfusão 
(POG/Rep) quanto a modulação de Akt, GSK-3β, β-
catenina e p38
MAPK
, após 6 e 12 h de reperfusão 
Alguns estudos têm demonstrado que a proteína cinase Akt 
desempenha um papel crítico na promoção da sobrevivência neuronal 
após isquemia cerebral (DE BUTTE-SMITH et al., 2012). Como um 
alvo abaixo (“downstream”) de Akt, a enzima glicogênio sintase cinase-
3β (GSK-3β) também pode ser modulada neste tipo de lesão neuronal 
(XIONG et al., 2012). A atividade de GSK-3β é inibida através da sua 
fosforilação sobre o resíduo de Serina-9. Tanto a Akt quanto a via de 
sinalização Wnt podem inibir GSK-3β, que dessa forma não irá 
fosforilar a proteína β-catenina, evitando assim que a mesma seja 
degradada. β-catenina está envolvida na regulação da expressão de 
vários genes anti-apoptóticos importantes (LI et al., 2011). 
As proteínas da família MAPK, por sua vez, tais como p38
MAPK
 
e JNK estão frequentemente envolvidas em sinalização de morte celular 
e processos inflamatórios (LI et al., 2016). 
Considerando que a sinalização depedente de PI3K/Akt 
(RAMÍREZ-SÁNCHEZ et al., 2015), Wnt (SKARDELLY et al., 2011) 
e MAPK (ROY CHOUDHURY et al. 2014) pode ser modulada na 
isquemia cerebral, investigamos os níveis de fosforilação das proteínas 
Akt, GSK-3β, p38
MAPK 
e a expressão de β-catenina após 6 e 12 horas de 
reperfusão em CHOs submetidas a 15 min de POG. 
A Figura 10 mostra a fosforilação de Akt (A), GSK-3β (B), 
p38
MAPK
 (D) e expressão de β-catenina (C), detectada por Western 
Blotting, após 6 h de reperfusão. Não foram verificadas alterações 
significativas na fosforilação das proteínas analisadas neste tempo 
quando comparados ao controle. Os resultados mostraram apenas uma 
tendência na diminuição no nível de expressão da β-catenina no grupo 
submetido à POG/Rep (POG: 77,80 % + 7,50; p=0,09; Figura 10C) e no 
aumento do nível de fosforilação de p38
MAPK
 (POG: 128,85 % + 14,80; 
p=0,20; Figura 10D). 
A Figura 11 mostra a fosforilação de Akt (A), GSK-3β (B), 
p38
MAPK
 (D) e expressão de β-catenina (C), detectada por Western 
Blotting, após 12 h de reperfusão. Não foram verificadas alterações 
significativas na fosforilação e expressão das proteínas analisadas neste 
tempo. 
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Figura 10. Avaliação da fosforilação de Akt, GSK-3β, p38
MAPK 
e da 
expressão de β-catenina, após 6 horas de reperfusão, em COHs 
submetidas à POG/Rep. A) Immunoblottings representativos das 
formas fosforilada e total de Akt e análise quantitativa do nível de 
fosforilação de Akt. B) Immunoblottings representativos das formas 
fosforilada e total de GSK-3β e análise quantitativa do nível de 
fosforilação de GSK-3β. C) Immunoblottings representativos de β-
catenina e β-actina e análise quantitativa da expressão de β-catenina. D) 
Immunoblottings representativos das formas fosforilada e total de p38 e 
análise quantitativa do nível de fosforilação de p38
MAPK
. A análise das 
proteínas foi realizada por Western Blotting. Os níveis de fosforilação 
foram determinados pela razão entre a densidade óptica (DO) da forma 
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fosforilada e a densidade óptica (DO) da forma total. Os valores 
densitométricos das bandas foram obtidos utilizando o programa Scion 
Image®. Os dados estão expressos como porcentagem do controle 
(considerado 100%) e são expressos como médias + E.P.M. de 4 
experimentos independentes. 
 
Figura 11. Avaliação da fosforilação de Akt, GSK-3β, p38
MAPK
 e da 
expressão de β-catenina, após 12 horas de reperfusão, em COHs 
submetidas à POG/Rep. A) Immunoblottings representativos das 
formas fosforilada e total de Akt e análise quantitativa do nível de 
fosforilação de Akt. B) Immunoblottings representativos das formas 
fosforilada e total de GSK-3β e análise quantitativa do nível de 
fosforilação de GSK-3β. C) Immunoblottings representativos de β-
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catenina e β-actina e análise quantitativa da expressão de β-catenina. D) 
Immunoblottings representativos das formas fosforilada e total de p38 e 
análise quantitativa do nível de fosforilação de p38
MAPK
. A análise das 
proteínas foi realizada por Western Blotting. Os níveis de fosforilação 
foram determinados pela razão entre a densidade óptica (DO) da forma 
fosforilada e a densidade óptica (DO) da forma total. Os valores 
densitométricos das bandas foram obtidos utilizando o programa Scion 
Image®. Os dados estão expressos como porcentagem do controle 
(considerado 100%) e são expressos como médias + E.P.M. de 4 
experimentos independentes. 
5.2.2 Efeito da ConBr sobre a viabilidade celular de COHs 
submetidas à POG/Rep 
Em estudos neuropatológicos de modelos animais, uma 
hierarquia de vulnerabilidade seletiva foi observada com o insulto 
isquêmico global. A área CA1 do hipocampo é geralmente a estrutura 
mais vulnerável, seguido pelo neocórtex e, em seguida, pelo estriado 
(caudado-putâmen) (SCHMIDT-KASTNER, 2015). Portanto, a primeira 
análise de viabilidade celular corresponde à região CA1 do hipocampo, 
tendo em vista que está bem documentado haver uma vulnerabilidade 
seletiva das células nesta região frente à lesão isquêmica (NORABERG 
et al., 2005). 
A exposição das culturas à POG/Rep causou um aumento 
massivo na morte celular, demonstrado pelo aumento na fluorescência 
de iodeto de propídio (IP) na região CA1 do hipocampo após 24 horas 
de reperfusão, em comparação com as culturas controle (Figura 12A). A 
quantificação de fluorescência de iodeto de propídio comprovou que a 
exposição à POG/Rep causou um dano significativo às células da região 
CA1 (POG veículo: 61,48 + 10,32; p<0,01; Figura 12B). Já a incubação 
das culturas com ConBr, durante o período de reperfusão, protegeu as 
células da morte nas concentrações 0,1 μg/mL (POG + ConBr 0,1 
μg/mL:34,27 + 7,75; p<0,01) e 1 μg/mL (POG + ConBr 1 μg/mL:8,78 + 
1,54; p<0,01). A neuroproteção de ConBr contra a morte celular causada 
pela POG/Rep mostrou-se mais eficaz na concentração de 1 μg/mL, a 
qual foi escolhida para as análises subsequentes de imunohistoquímica. 
Para corroborar a validação do nosso modelo de privação de 
oxigênio e glicose nas culturas organotípicas, também avaliamos a 
região do giro denteado (GD) do hipocampo por fluorescência de IP. 
Todos os grupos apresentaram níveis semelhantes de incorporação de 
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iodeto de propídio, como pode ser observado pela fluorescência nas 
fotomicrografias representativas da Figura 13A. Com isso, não foram 
verificadas diferenças significativas nos níveis de morte celular entre os 
grupos (Figura 13B).  
 
 
Figura 12. Efeito neuroprotetor da ConBr em COHs (região CA1) 
submetidas à POG/Rep. A) Fotomicrografias representativas (região 
CA1) marcadas com iodeto de propídio (IP) em COHs submetidas ou 
não à privação de oxigênio e glicose por 15 minutos e reperfusão de 24 
horas. Barra de escala: 100 µm. B) Análise quantitativa da morte celular 
determinada através da relação de fluorescência de iodeto de propídio 
(IP)/Hoechst. As imagens foram capturadas através do microscópio de 
epifluorescência invertido Zeiss após as 24 horas de reperfusão e 
analisadas utilizando o programa Image J®. Os dados são expressos 
como médias + E.P.M. de 6 experimentos independentes; **p<0,01, 
comparado com o grupo controle (veículo); ##p <0,01, comparado com 
o grupo POG (veículo) (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 
Duncan). 
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Figura 13.  Avaliação da morte celular em COHs (região GD) 
submetidas à POG/Rep. A) Fotomicrografias representativas da região 
do giro denteado (GD) marcadas com iodeto de propídio (IP) em COHs 
submetidas ou não à privação de oxigênio e glicose por 15 minutos e 
reperfusão de 24 horas. Barra de escala: 100 µm. B) Análise quantitativa 
da morte celular determinada através da relação de fluorescência de 
iodeto de propídio (IP)/Hoechst. As imagens foram capturadas através 
do microscópio de epifluorescência invertido Zeiss após as 24 horas de 
reperfusão e analisadas utilizando o programa Image J®. Os dados são 
expressos como médias + E.P.M. de 6 experimentos independentes 
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Duncan). 
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5.2.3 Efeito da ConBr sobre a imunorreatividade para GFAP em 
COHs submetidas à POG/Rep 
As respostas a lesões e doenças no SNC envolvem vários tipos 
de células neurais incluindo os neurônios, astrócitos e células 
microgliais que interagem ao longo do tempo, em um esforço para 
manter a homeostase (BURDA & SOFRONIEW, 2014). Os astrócitos, 
maior classe de células gliais, estão criticamente envolvidos e 
respondem prontamente a todas as formas de acometimento ao SNC 
através de diversas alterações funcionais (SOFRONIEW, 2015). 
Os astrócitos, portanto, estão envolvidos no metabolismo 
cerebral, contribuindo ativamente para o aporte energético, modulação 
da neurotransmissão e para a resposta imune no SNC (BARRES, 1991). 
Tendo em vista estes aspectos e sabendo que os astrócitos são 
responsáveis por processos de reparação após uma lesão, como 
inflamação e necrose (característicos na isquemia - PETITO & 
HALABY, 1993), foram examinadas as possíveis alterações nos 
astrócitos positivos para a proteína glial fibrilar ácida (GFAP) através da 
técnica de imunohistoquímica. 
 Observando a região CA1 do hipocampo, percebeu-se que as 
culturas controle apresentaram um aspecto saudável com astrócitos mais 
estrelados e uma extensa arborização densamente ramificada. Já a 
cultura exposta à POG/Rep apresentou um aspecto danificado com 
alterações severas na morfologia: astrócitos aglomerados com um 
padrão de distribuição bastante heterogêneo e escassez de ramificações. 
A cultura tratada com ConBr 1 μg/mL, durante o período de reperfusão, 
demonstrou astrócitos com morfologia semelhante à observada nas 
culturas controle (Figura 14B). No tempo investigado (após 24 horas de 
reperfusão) observamos uma diminuição de astrócitos viáveis na cultura 
submetida à POG/Rep, com relação à cultura controle, o que denotou 
quantitativamente em uma redução significativa no nível de 
imunorreatividade para GFAP (POG veículo: 63,79 % + 5,25; p<0,05; 
Figura 14C). Já a incubação das culturas com ConBr 1 μg/mL, durante o 
período de reperfusão, demonstrou uma imunorreatividade para GFAP 
semelhante à cultura controle (POG + ConBr 1 μg/mL: 93,45 % + 
13,50). 
Mantendo o mesmo padrão das análises de viabilidade celular, 
nesses estudos de imunohistoquímica também foi analisada a região 
GD. Todos os grupos apresentaram níveis semelhantes de 
imunorreatividade para GFAP, não apresentando diferenças 
significativas entre os mesmos (Figura 15).  
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Figura 14. Efeito da ConBr sobre a imunorreatividade para GFAP e 
morfologia dos astrócitos em COHs (região CA1) submetidas à 
POG/Rep. A) Cultura organotípica hipocampal com a indicação da 
localização da área escolhida (CA1) para as fotomicrografias 
representativas. Barra de escala: 100 µm. B) Fotomicrografias 
representativas da imunorreatividade para GFAP em COHs submetidas 
ou não à privação de oxigênio e glicose por 15 minutos e reperfusão de 
24 horas. Barra de escala: 20 µm. C) Análise quantitativa da densidade 
de fluorescência de GFAP na região CA1 da cultura organotípica 
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hipocampal. As imagens foram capturadas através do microscópio 
confocal Leica e analisadas utilizando o programa Image J®. Os dados 
representam a porcentagem em relação ao controle (incubação com 
veículo, considerado 100%) e são expressos como médias + E.P.M. de 5 
experimentos independentes; *p<0,05, comparado com o grupo controle 
(veículo); #p <0,05, comparado com o grupo POG (veículo) (ANOVA 
de duas vias seguida pelo teste de Duncan). 
 
Figura 15. Imunorreatividade para GFAP em COHs (região GD) 
submetidas à POG/Rep. Análise quantitativa da densidade de 
fluorescência de GFAP na região do giro denteado (GD) da cultura 
organotípica hipocampal. As imagens foram capturadas através do 
microscópio confocal Leica e analisadas utilizando o programa Image 
J®. Os dados representam a porcentagem em relação ao controle 
(incubação com veículo, considerado 100%) e são expressos como 
médias + E.P.M. de 5 experimentos independentes; ANOVA de duas 
vias seguida pelo teste de Duncan. 
5.2.4 Efeito da ConBr sobre a imunorreatividade para NeuN em 
COHs submetidas à POG/Rep 
Durante o insulto isquêmico, com a privação de oxigênio e 
glicose, os neurônios são severamente danificados. Isso se deve 
principalmente ao grande aumento da concentração extracelular de 
glutamato levando a excitotoxicidade, com despolarização das células e 
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influxo excessivo de Ca
2+
, levando a morte neuronal (PUYAL et al. 
2013).  
Já está bem estabelecido que no hipocampo as células da região 
CA1 e giro denteado (GD) apresentam vulnerabilidade diferencial frente 
à isquemia. Os neurônios granulares do GD são resistentes, enquanto 
que os neurônios piramidais da região CA1 são bem mais sensíveis 
(OUYANG et al., 2014). 
Sabendo que os neurônios têm maior sensibilidade ao insulto 
isquêmico e que a atividade astrocitária é intimamente relacionada à 
atividade neuronal (RICCI et al., 2009), foram examinados os possíveis 
danos aos neurônios positivos para a proteína nuclear neuronal 
específica (NeuN) através da técnica de imunohistoquímica, de forma 
complementar à avaliação dos astrócitos da cultura organotípica 
hipocampal previamente descrita. 
 Observando a região CA1 do hipocampo, percebeu-se que as 
culturas controle apresentaram uma densa distribuição de neurônios 
demonstrada pela considerável quantidade de células positivas para 
NeuN. Já a cultura exposta à POG/Rep apresentou uma nítida 
diminuição de células positivas para NeuN. A cultura tratada com 
ConBr 1 μg/mL, durante o período de reperfusão, promoveu sobrevida 
dos neurônios revelando um aspecto similar às culturas controle (Figura 
16B). No tempo investigado (após 24 horas de reperfusão) há uma 
massiva perda neuronal na cultura submetida à POG/Rep, em relação ao 
controle, demonstrado quantitativamente pela diminuição significativa 
no nível de imunorreatividade para NeuN (POG veículo: 58,26 % + 
6,46; p<0,01; Figura 16C). Notavelmente, a incubação das culturas com 
ConBr 1 μg/mL, durante o período de reperfusão, demonstrou uma 
imunorreatividade para NeuN semelhante à cultura controle (POG + 
ConBr 1 μg/mL: 95,85% + 6,21). 
Com relação à região GD, todos os grupos apresentaram níveis 
semelhantes de imunorreatividade para NeuN, não tendo sido observado 
diferença significativa entre os mesmos (Figura 17). 
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Figura 16. Efeito neuroprotetor da ConBr sobre a 
imunorreatividade para NeuN em COHs (região CA1) submetidas à 
POG/Rep. A) Cultura organotípica hipocampal com a indicação da 
localização da área escolhida (CA1) para as fotomicrografias 
representativas. Barra de escala: 100 µm. B) Fotomicrografias 
representativas da imunorreatividade para NeuN em COHs submetidas 
ou não à privação de oxigênio e glicose por 15 minutos e reperfusão de 
24 horas. Barra de escala: 20 µm. C) Análise quantitativa da densidade 
de fluorescência de NeuN na região CA1 da cultura organotípica 
hipocampal. As imagens foram capturadas através do microscópio 
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confocal Leica e analisadas utilizando o programa Image J®. Os dados 
representam a porcentagem em relação ao controle (incubação apenas 
com veículo: meio de cultivo, considerado 100%) e são expressos como 
médias + E.P.M. de 5 experimentos independentes; **p<0,01, 
comparado com o grupo controle (veículo); ##p <0,01, comparado com 
o grupo POG (veículo) (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 
Duncan). 
 
Figura 17. Imunorreatividade para NeuN em COHs (região GD) 
submetidas à POG/Rep. Análise quantitativa da densidade de 
fluorescência de NeuN na região do giro denteado(GD) da cultura 
organotípica hipocampal. As imagens foram capturadas através do 
microscópio confocal Leica e analisadas utilizando o programa Image 
J®. Os dados representam a porcentagem em relação ao controle 
(incubação apenas com veículo: meio de cultivo, considerado 100%) e 
são expressos como médias + E.P.M. de 5 experimentos independentes; 
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Duncan. 
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6 DISCUSSÃO 
Os carboidratos presentes nos glicoconjugados sobre a 
superfície celular têm sido amplamente reconhecidos como elementos 
fundamentais na comunicação celular. Entretanto, é necessária uma 
melhor compreensão dos mecanismos moleculares desencadeados pela 
interação dessas moléculas com ligantes específicos no SNC. 
As lectinas representam um grupo estruturalmente heterogêneo 
de proteínas, que apresentam a propriedade comum de se unirem 
reversivelmente e com alta especificidade a carboidratos (CAVADA et 
al., 2001). Os carboidratos agem como intermediários na comunicação 
celular em vários sistemas biológicos e podem desencadear fenômenos 
de diferenciação e proliferação celular e interações entre células em 
condições fisiológicas e patológicas (LIU E RABINOVICH, 2005). 
Lectinas têm sido frequentemente utilizadas no estudo de diferentes 
sistemas biológicos, inclusive no SNC. Com isso, a proposta deste 
trabalho foi avaliar possíveis ações da lectina ConBr sobre COHs no 
modelo de POG/Rep. 
Lectinas, especialmente aquelas obtidas de espécies da família 
Leguminosae, são importantes para estudo do papel da interação de 
proteínas com carboidratos. As lectinas da subtribo Diocleinae, bastante 
investigadas, são proteínas estruturalmente muito semelhantes, porém 
com diferenças significativas na potência e eficácia de suas atividades 
biológicas (BEZERRA et al., 2007).  
Diferentes atividades biológicas já foram atribuídas a lectina 
obtida de Canavalia brasiliensis, ConBr. No presente trabalho foi 
avaliada a atividade biológica de ConBr em culturas organotípicas 
hipocampais (COHs) frente a um dano isquêmico. Nossos resultados 
demonstraram que ConBr pode exercer efeitos neuroprotetores contra 
POG/Rep no modelo de COH. 
O modelo de cultura organotípica, em comparação com outros 
modelos in vitro, se aproxima mais da situação in vivo uma vez que 
preserva bem todas as células em cultivo por vários dias. Neste tipo de 
preparação, a citoarquitetura e a organização da matriz extracelular são 
mantidas, criando um microambiente in vitro onde as conexões entre 
células neuronais e gliais são conservadas (GÄHWILER et al., 1997; 
GONG et al., 2001; MOLZ et al., 2008; EUGÈNE et al., 2014). As 
células individuais são organizadas em contato próximo e não há perda 
de mecanismos reguladores dependentes da densidade, arquitetura 
tridimensional, bem como de transporte e difusão (ULLRICH et al., 
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2011). Observamos que, de fato, o modelo permitea fatia manter a 
sobrevivência e interação de diferentes tipos de células. Essa 
organização e integração celular proporcionam um modelo experimental 
acessível, eficaz e confiável para se estudar os mais variados danos e 
situações patológicas incluindo, isquemia cerebral, excitotoxicidade e 
processos neurodegenerativas (GÄHWILER et al., 1997; LOSSI et al., 
2009). 
Neste estudo, padronizamos em nosso laboratório um modelo 
de isquemia: a privação de oxigênio e glicose (POG) seguida de 
reperfusão (Rep) em culturas organotípicas hipocampais de ratos. O 
hipocampo foi utilizado por ser uma das áreas mais susceptíveis do SNC 
à isquemia, sendo que os neurônios da área CA1 são os mais vulneráveis 
(SCHMIDT-KASTNER & FREUND,1991). 
As COHs demonstraram ser uma excelente alternativa para o 
estudo dos mecanismos associados à isquemia cerebral. O modelo de 
POG em COH padronizado mimetizou as condições isquêmicas 
principalmente pelo fato de reproduzir a vulnerabilidade seletiva da 
região CA1. As COH submetidas à POG/Rep (POG veículo) 
apresentaram um aumento na morte celular na região CA1, comprovado 
pelo aumento da fluorescência por iodeto de propídio. Quando as COH 
são incubadas com ConBr, durante o período de reperfusão, foi 
observado uma diminuição significativa da morte celular induzida por 
POG/Rep. O estudo de compostos neuroprotetores frente o dano 
isquêmico é mais comum durante o período de reperfusão (período em 
que estudamos o tratamento com ConBr), visto que foi demonstrado que 
a reperfusão após insultos isquêmicos pode ser mais danosa às células 
neurais (SHARKEY et al., 1997).  
Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que ConBr 
pode modular sistemas de neurotransmissão e algumas vias de 
sinalização intracelular que culminam com efeitos neuroprotetores e de 
modulação da neuroplasticidade (BARAUNA et al., 2006; RUSSI et al., 
2012; JACQUES et al., 2013; RIEGER et al., 2014a; RIEGER et al., 
2014b). Na tentativa de melhor estabelecer os efeitos de POG/Rep nas 
COH, foi investigado algumas das proteínas que participam de 
importantes vias de sinalização envolvidas na sobrevivência neuronal: 
Wnt/-catenina e PI3K/Akt, além da MAPKs com análise em especial 
de p38
MAPK
. 
A via de sinalização Wnt/-catenina está envolvida com a 
diferenciação e sobrevivência neuronal na isquemia (SHRUSTER et al., 
2012). Os níveis citoplasmáticos da -catenina são regulados por 
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fosforilação de tal maneira que na sua forma não-fosforilada a -
catenina pode migrar para o núcleo e induzir a expressão de diversos 
genes envolvidos na sobrevivência e na homeostase neuronal ou ser 
direcionada às sinapses para modular o fortalecimento sináptico em 
resposta à despolarização (CARICASOLE et al., 2003). Entretanto, uma 
vez fosforilada a -catenina é degradada (MACDONALD et al., 2009).  
A via de sinalização PI3K é conhecida por ser importante na 
sobrevivência neuronal, e por ser alterada em ambientes de estresse 
oxidativo e inflamação (SONG et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 
2012). Tem sido demonstrado que os efeitos protetores da via de 
sinalização PI3K são mediados principalmente por um dos seus alvos 
“downstream”, a proteína Akt. Akt tem efeitos diretos sobre a via de 
apoptose, por inibir diversas proteínas pró-apoptóticas, como a GSK-3 
(PAP et al., 1998). A proteína GSK-3 é uma importante inter-relação 
entre as vias PI3K e Wnt/-catenina, pois pode atuar diretamente na 
fosforilação da -catenina (DOBLE & WOODGETT, 2003). Sendo 
assim, investigamos a fosforilação da proteína Akt, principal efetora da 
via PI3K. Os resultados mostraram que após 6 e 12 horas de reperfusão 
não houve alteração na fosforilação dessa proteína. Seguindo a via da 
PI3K/Akt, investigou-se a proteína pró-apoptótica GSK-3. Com o 
mesmo perfil observado na Akt, também não houve alteração na 
fosforilação dessa proteína. Com relação à -catenina, houve apenas 
uma tendência na diminuição no seu nível de expressão no grupo 
submetido à POG/Rep após 6 horas de reperfusão.  
A fosforilação de p38
MAPK
 está frequentemente relacionada a 
estresse e morte celular e processos inflamatórios (MIELKE & 
HERDEGEN, 2000; COWAN E STOREY, 2003). Ativação da 
sinalização de p38
MAPK
 após AVC isquêmico foi identificada em 
neurônios, astrócitos e microglia (NOZAKI et al., 2001; FERRER et al., 
2003; KRUPINSKI et al., 2003; PIAO et al., 2003). Como há 
envolvimento da via de sinalização p38
MAPK 
na astrogliose reativa 
induzida por AVC isquêmico, sugere-se que pode servir como um alvo 
para controlar a formação de cicatriz glial (ROY CHOUDHURY et al., 
2014). A inibição da ativação de p38
MAPK
 foi sugerida como 
neuroprotetora em diversos modelos experimentais de AVC isquêmico 
(BARONE et al., 2001; LEGOS et al., 2001; STRASSBURGER et al. 
2008). No nosso estudo demonstramos que após 6 e 12 horas de 
reperfusão não houve alteração significativa na fosforilação dessa 
proteína. Os resultados mostraram apenas uma tendência no aumento no 
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nível de fosforilação de p38
MAPK
 no grupo submetido à POG/Rep após 6 
horas de reperfusão. 
Uma possibilidade para não ter sido observado diferenças 
significativas na fosforilação e expressão das proteínas investigadas nas 
COH submetidas à POG/Rep, pode ser o fato de que as alterações 
estejam ocorrendo em tempos diferentes dos analisados ou ainda 
ocorram de forma muito transitória nesse modelo in vitro. 
Culturas organotípicas representam ferramentas muito úteis 
para a análise da proliferação celular e morte em neurônios e células 
gliais principalmente pelo fato de manter a plasticidade sináptica 
durante os dias de cultivo (HUMPEL, 2015). 
Os astrócitos exercem mecanismos de homeostase críticos para 
a manutenção do SNC saudável, incluindo a regulação do fluxo 
sanguíneo, a prestação de metabólitos de energia para neurônios, a 
participação na função e plasticidade sináptica, e manutenção do 
equilíbrio extracelular de íons, o equilíbrio de fluidos e 
neurotransmissores. Além disso, os astrócitos respondem a todas as 
formas de agressões ao SNC tais como infecção, trauma, isquemia e 
doenças neurodegenerativas (SOFRONIEW, 2009). 
Alterações astrocitárias são, portanto, respostas comuns às 
diversas lesões cerebrais e são caracterizadas por alterações 
morfológicas, fisiológicas e moleculares nos astrócitos. Durante um 
insulto isquêmico os astrócitos perdem a capacidade de exercer suas 
funções de suporte do tecido neural. Esse processo é ambíguo, já que em 
alguns casos exerce um efeito neuroprotetor e, em outros, um resultado 
danoso, culminando na perda sináptica e até na morte neuronal 
(BURDA et al., 2016). 
No presente trabalho, foram confirmadas alterações na 
morfologia dos astrócitos observadas pelas modificações fenotípicas e 
regulação do seu principal componente do citoesqueleto, a proteína 
GFAP. Este panorama indica que os astrócitos expostos à POG/Rep 
sofreram danos e isso decorreu possivelmente do desencadeamento dos 
mecanismos fisiopatológicos da cascata isquêmica relatados na literatura 
(TAOUFIK & PROBERT, 2008). A ConBr por sua vez, demonstrou ser 
capaz de impedir este declínio da viabilidade/organização dos astrócitos 
comprovado pela manutenção dos processos astrocíticos e grau de 
ramificação. 
Há estudos que demonstram que após danos no sistema 
nervoso, os astrócitos proliferam, sofrem extensiva hipertrofia do 
núcleo, do corpo e dos processos celulares e aumento da expressão da 
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proteína GFAP (KHAKH & SOFRONIEW, 2015). Entretanto, esse 
processo não é estereotípico, podendo variar em extensão, tempo de 
desenvolvimento, grau de hipertrofia ou hiperplasia e outras 
propriedades, dependendo da natureza da lesão e da área específica 
afetada do SNC (ANDERSON et al., 2014). Considerando isso, é 
provável que durante as horas de reperfusão os astrócitos tenham sofrido 
alterações graduais, mas no tempo analisado (após 24 horas de 
reperfusão) foi detectada uma diminuição no nível de unidades 
arbitrárias de fluorescência para GFAP nas COH submetidas à POG/Rep 
(POG veículo) indicando um possível quadro de degeneração dos 
astrócitos. Os tipos de distribuição das fibras gliais variam de acordo 
com a natureza e duração da lesão, podendo ser focal, nos casos em que 
a arquitetura básica do tecido é preservada, deixando uma cicatriz glial, 
ou pode ser uma resposta difusa, quando a arquitetura básica do tecido é 
destruída lentamente pelo processo patológico (RICCI et al., 2009). 
Os astrócitos são suscetíveis à plasticidade assim como os 
neurônios e a remodelação dos processos astrocíticos está intimamente 
associada às alterações morfológicas em neurônios vizinhos 
(THEODOSIS et al., 2008). Dessa forma, neurônios sobrevivem em 
uma estreita interação com os astrócitos. Consequentemente, em 
qualquer local onde os astrócitos não consigam sobreviver, a 
sobrevivência neuronal será afetada e a remodelação sináptica 
comprometida. Nas regiões em que os astrócitos sobrevivem bem, ainda 
há a possibilidade para a remodelação sináptica e crescimento de 
neuritos para compensar a perda de neurônios (CHEN & SWANSON, 
2003). As prováveis falhas nas funções dos astrócitos, apresentadas 
através dos experimentos de imunohistoquímica, podem ter contribuido 
para a degeneração neuronal também observada. As COH submetidas à 
POG/Rep (POG veículo) demonstraram uma queda de 
aproximadamente 40% na sobrevivência neuronal confirmada pela 
diminuição de células positivas para NeuN. A lectina ConBr, por sua 
vez, promoveu a manutenção da sobrevida dos neurônios em níveis 
semelhantes ao controle. 
Cada neurônio pode diferir com relação à extensão do dano 
oxidativo, à degeneração do citoesqueleto, à disfunção dos microtúbulos 
etc. Da mesma forma, o colapso energético pode ser variável. Isso 
poderia explicar a variabilidade de alterações morfológicas que podem 
ocorrer em grupos de células neuronais submetidas ao mesmo tempo de 
isquemia e reperfusão (LIPTON, 1999). O atraso na evolução da morte 
celular na região CA1 é inversamente proporcional à gravidade da lesão 
isquêmica (PETITO & HALABY, 1993). 
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Já é bem estabelecido que quando há um insulto, em resposta ao 
dano neuronal inicial, ocorre ativação de uma complexa resposta celular 
imune, envolvendo astrócitos e microglia (BAL-PRICE & BROWN, 
2001). Os astrócitos promovem atividades essenciais que protegem o 
tecido e sua função, além de induzirem o reparo neuronal, a produção de 
substratos energéticos e neurotrofinas (CAMPBELL, 2004). Essa 
população de células é capaz de reduzir a liberação do glutamato e de 
radicais livres, restabelecer a BHE e promover a neurovascularização e a 
neurogênese (SUK, PARK & LEE, 2004). Os astrócitos exercem efeitos 
protetores do SNC lesionado através do aumento da produção do BDNF 
e o NGF, promovendo, assim, a sobrevivência neuronal. 
Neste contexto, Galectina-1 (Gal-1) produzida por astrócitos, 
apresenta capacidade de ligação a carboidratos e destaca-se como uma 
molécula com potencial para prevenir danos neuronais após AVC 
(WANG et al., 2015). Estudos demonstraram que Gal-1 foi expressa 
principalmente por astrócitos ativados após a lesão isquêmica e o 
tratamento com Gal-1 exógena induziu a expressão e secreção do BDNF 
a partir de astrócitos corticais in vivo e in vitro. Além disso, o tratamento 
com Gal-1 suprimiu a morte neuronal e melhorou a recuperação 
funcional de ratos após a isquemia (QU et al., 2010). 
Narp (pentraxina regulada pela atividade neuronal) é outra 
lectina neuronal expressa e secretada no espaço extracelular, 
especialmente no hipocampo (TSUI et al., 1996). Esta lectina exibe 
afinidade por manose/glicose e apresenta, inclusive, um domínio de 
reconhecimento de carboidrato notavelmente homólogo ao da lectina 
vegetal obtida da semente de Canavalia ensiformis, Concanavalia A 
(ConA) (O'BRIEN et al., 1999). Narp demonstrou modular a atividade 
neural através da organização de receptores de glutamato (O'BRIEN et 
al., 2002; SCHWARZ et al., 2002), sendo que alguns estudos indicam a 
atividade de Narp na sinaptogênese excitatória (DITYATEV & 
SCHACHNER, 2003; CHANG et al., 2010). 
Os mecanismos exatos que conduzem os diversos efeitos 
neuroprotetores promovidos ou mediados por Galectina-1, Narp e outras 
lectinas cerebrais ainda não estão bem elucidados. A grande maioria dos 
receptores, canais iônicos e transportadores de neurotransmissores de 
membrana são de natureza glicoprotéica e, portanto, capazes de interagir 
com lectinas, podem modular direta ou indiretamente enzimas 
intracelulares como MAPKs, PKA, PKC, PI3K/AKT e dessa forma 
regular expressão gênica, sobrevivência/morte celular e 
neuroplasticidade (THOMAS & HUGANIR, 2004). Desta forma, 
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diversas lectinas de plantas podem ser também capazes de modular vias 
de sinalização celular envolvidas na neuroplasticidade e neuroproteção. 
Inspirados nesses resultados verifica-se perspectivas promissoras na 
investigação dos mecanismos celulares envolvidos na neuroproteção 
promovida por ConBr frente ao dano isquêmico.  
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7 CONCLUSÕES 
No presente trabalho foi avaliada a atividade biológica de 
ConBr sobre culturas organotípicas hipocampais frente ao dano 
isquêmico. O tratamento com ConBr promoveu significativa melhora da 
viabilidade celular sendo capaz de manter o nível de densidade e a 
morfologia dos astrócitos GFAP positivos paralelamente mantendo a 
sobrevida dos neurônios da região CA1 do hipocampo. 
O modelo de cultura organotípica hipocampal forneceu um 
sistema no qual a citoarquitetura e a conectividade de diferentes tipos 
celulares bem como suas interações funcionais foram bem preservadas. 
Em virtude disso, as fatias mantidas em cultivo foram capazes de 
simular características observadas in vivo permitindo avaliar o potencial 
neuroprotetor de ConBr frente ao dano isquêmico de forma eficiente. 
O modelo in vitro de isquemia mostrou ser reprodutível em 
culturas organotípicas hipocampais, pois foi comprovada a 
vulnerabilidade seletiva das células da região CA1. 
Em conjunto, os resultados demonstraram que ConBr é capaz 
de exercer efeito neuroprotetor contra o dano celular promovido pela à 
privação de oxigênio e glicose, e portanto, interferir no mecanismo de 
morte celular induzida pela isquemia in vitro. 
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